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Abstrakt

VyuZziti rybich otolitll okouna fi¢niho ve studiich zamérujicich se na jeho trofickou pozici
ve spolecenstvu pomoci SIA je moZzné. Pro analyzy spoléhajici se na uhlik je jejich uziti
dokonce mozné i bez Upravy vzork( otolitu, jak bylo potvrzeno v literatufe uz v
minulosti. Oviem pokud se jedna o pouZiti analyzy dusiku, jde o trochu sloZitéjsi proces.
Dusiku je v otolitech tak malé mnoizstvi, Ze bez predupravy vzorku je hmotnostnim
spektrometrem naprosto nedetekovatelny. Nam se podafilo z otolitd extrahovat dusik,
ktery je ve strukturfe uzamcen diky proteinim zajistujicimu jeho krystalizaci. Zjistili jsme,
Ze jeho obsah je dostatecény k analyze, ale pouze ve frakci tvofené rozpustnymi proteiny.
Z nerozpustné frakce bylo mozné ziskat vysledky jen pro uhlik, proto frakce nebyla
k vyvhodnoceni pouZita. Proces extrakce dusiku neni pfilis slozZity, a i pfi vyuZiti otolitd
okounu, které jsou pomérné malé, je mozné ziskat vysledky. Mala velikost a vaha otolitd
okouna vsak znemozni pouziti jednotlivych otolitli od jednotlivych ryb. Z toho ddvodu
byly v praci pouZzité souhrnné vzorky. Pro tento postup je nutné mit k analyze navazku
100mg rozemletého otolitu. To byl dalsi divod, pro¢ byly v praci pouZité souhrnné
vzorky. Po vyhodnoceni SIA pro °N bylo zjisténo, Ze v rozmezi let 2004 a 2021 dochazi
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v rozmezi téchto let dochdazi k mirnému ochuzovani otolitt o 13C.
Abstract

The use of fish otoliths of river bass in studies focusing on its trophic position in
the fish community using SIA is possible. For analyzes relying on carbon, their use is even
possible without treatment of otolith samples, as has been confirmed in the literature
in the past. However, when it comes to nitrogen analysis, it is a slightly more
complicated process. The amount of nitrogen in otoliths is not very high so it is
completely undetectable with a mass spectrometer without a preliminary treatment of
the samples. We managed to extract nitrogen from the otoliths, which is locked in the
structure thanks to the proteins conducting its crystallization. After this extraction its
content was sufficient for analysis, but only for the fraction that is made up of osoluble
proteins. It was possible to get results for the insoluble fraction only for carbon, that is

the reason why results of this fraction were not used. The process of nitrogen extraction



is not very complicated, and even when using perch otoliths, which are relatively small,
it is possible to get results. However, the small size and weight of perch otoliths will
preclude the use of individual otoliths from individual fish. For that reason, summary
samples were used for analysis. For this procedure, it is necessary to have a sample of
100 mg of ground up otoliths for analysis. This was another reason why summary
samples were used in this work. After evaluating SIA for N, it was found that between
the years 2004 and 2021 there is a relative enrichment of the otoliths with the heavier
N isotope. For carbon, on the other hand, the results showed that there is a slight

depletion of 13C in the otoliths over the years.
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1 Uvod

Analyza stabilnich izotop( je dnes béZzné vyuzivana v ekologickych studiich zamétujicich
se na prostiedi vodnich ekosystéma. Casto jsou zdjmovym organismem v téchto studiich
ryby, a jejich ekologie a etologie. Tyto studie nejsou celosvétové nijak vyjimecné, a
hodnoty namérené pomoci analyzy stabilnich izotopU z rlznych organovych soustav ryb
maiji prokazané vysledky (Fry, 2006; post, 2002). Velmi Casto se vyuzivaji Supiny (Vasek,
2021), svalovd tkan (Eldson, 2010), tkané rlznych organl a ploutevni ustfizky
(Vasek, 2017). Tyto tkané jsou pouzitelné pro Sirokou skalu ekologickych studii, ku
prikladu vyzkumu migrace ryb za potravou (Cunjak, 2005), zjistovani pavodu ryb a jejich
rozmnoZovacich migraci (Hoffman, 2016) a k urceni trofické pozice ryb (Post, 2002).

Zjistovanim trofické pozice a nik ryb se zabyvaji autofi i v Ceské republice (Vasek, 2018).

Obecné se vyuziti otolitdl uz dlouhodobé realizuje pro urceni véku ryb a pro uréeni
rocnich prirGstkd, priblizné od padesatych let 20. stoleti (Campana & Thorold, 2001).
Vyuziti jejich chemického sloZeni, a obsahu prvk(i ve struktufe, a strukturalnich
vlastnosti se zacalo aplikovat az na pfelomu stoleti 20. a 21. (Campana, 2005). Pouziti
jejich izotopového signalu bylo ze zacatku uskuteéhovano ve studiich tykajicich se
rekonstrukci migraci a plvody ryb, kde se vyuzivalo predevsim stroncium (Kennedy
2002). Aplikace v enviromentalnich studiich zamétujicich se na prostiedi ryb a jejich
zmény se pozvolna rozviji soucasné s ostatnimi studiemi prostfedi vyuzivajicimi stabilni
(i radioaktivni) izotopy. Tedy pfiblizné od konce 20. stoleti. Podle dostupné literatury se
rozvoj pouzivani analyzy stabilnich izotop(i obsazenych v otolitech pouziva stale castéji i
v enviromentalnich studiich. Tento vyvoj jde ruku v ruce s vyvojem ostatnich disciplin,
které s tim souviseji (na priklad zdokonalovani stroja schopnych realizovat izotopové

analyzy) (Campana, 2005).

S timto postupem se zanedlouho zacalo publikovat i vyuZiti izotopl v otolitech i ve
studiich zamérenych na potravni vztahy a navyky ryb. Prozatim je vyuZitelnost otolitd v
takovychto studiich spiSe sporadické, i kdyz existuje nékolik studii z pfirodnich podminek
(McMahon, 2011), i studii z laboratorniho prostfedi (Elsdon, 2010; Grgnkjaer, 2013).
Otolitim se prisuzuje teoreticky velky potencial pouZiti v environmentalnich studiich

diky jejich specifickym vlastnostem, i kdyzZ ve vétsiné studii se pouziva ve spojeni s nimi



hlavné analyza uhliku, kterého je v otolitu dostatek. Analyza dusiku se pouziva podle
Eldsona 2010 je interpretace vysledkl izotopové analyzy z nekontrolovanych podminek
laboratornim experimentu nekoresponduji s nékterymi zazitymi predpoklady o
diskriminaci uhliku a dusiku béhem pfijmu potravy. To potvrzuji i vysledky Vandena a
Rasmussena (2001). Tedy urceni trofickych pozic mizZe mit sva uskali i pfi pouZiti rychle
se obménuijicich tkani, jako jsou napfiklad svaly, jejichz analyza je jednoduchd a vzorky
neni tfeba pred analyzou dusiku nijak zvlast upravovat (diky vysokému obsahu). Z toho

dlvodu by inertni struktura otolitu mohla byt potencidlné vhodna pro analyzu.

V Ceské republice jsme prvni, kdo se snaZi vyuZit otolity a jejich izotopovy signal k ziskani
informaci o potravnich vztazich a o environmentalnich faktorech ovliviiujicich okouny.
Jejich otolity byly v archivu Biologického centra AVCR v Ceskych Budé&jovicich. Pro jejich
vyuziti jsme se rozhodly diky zahrani¢nim publikacim a jejich vysledkiim s pfislibem

ziskani relevantnich vysledki z této prace.

Tato prace navazuje na mou bakaldrskou praci, které byla reSersni praci a zabyvala se
obecnym vyuzitim otolitl v ekologickych studiich a vyuzitim otolit( a jejich izotopového

signalu (pouze stabilnich izotop(l) v téchto studiich.



2 Otolity

Otolity jsou struktury pripominajici vzhledem i slozenim kaminky. Jsou tvoreny
uhlicitanem vdpenatym. Vyskytuji se u vSech kostnatych ryb (Teleostei), jak
sladkovodnich, tak mofskych. Tyto struktury jsou ve zvifeci Fisi unikatem. Prestoze
vétSina obratlovcd ma ve vnitfnim uchu podobné struktury tvorené uhlic¢itanem
vapenatym, vétsinou jsou ve formé malych mnohonasobnych “otolit(” pfipominajicich
prachové shluky. Tyto shluky se nazyvaji otoconia. Pouze u ryb se vyskytuje jeden
kompaktni otolit (Popper, 2005). V rybim téle jsou otolity jedinou strukturou, ktera je
tvofend uhli¢itanem vapenatym. PrestoZe se vtéle vyskytuji i jiné kalcifikované
struktury/tkané jako napriklad kosti, zuby, nebo Supiny. Tyto struktury/tkdné jsou
bohaté na uhlik, ale nejsou acelularni a chemickym sloZzenim jsou tvoreny
fosforecnanem vapenatym (Radtke, 1982). Pfevazna vétsina obratlovcl ma tfi otolitické
organy (kromé savcu, ti maji pouze dva otolitické organy) (Thomas, 2019). Vyskytuji se
ve vnitfnim uchu ryby a jsou soucasti statokinetického orgdnu (ve vodnim prostiedi se
neda mluvit o udrZzovani rovnovahy, ale spiSe o schopnosti orientace téla vici gravitaci).
Tyto orgdny jsou rozloZeny tak, Ze jeden zaujima pozici posteriorni, dalsi anteriorni a
posledni zaujimd pozici horizontalni (Popper, 2005). Jedna se o tfi pllkruhové kanalky,
které jsou parovymi organy a tim padem jsou i otolity parovymi strukturami. Celkem se
ve vnitfnim uchu ryby vyskytuji tfi otolity. Kazdy z nich krystalizuje v jiné Casti. Tyto tfi
¢asti se nazyvaji Lagena, Urticle a Saccula a kazda je samostatnym otolitickym organem.
Otolitické organy navazuji na pulkruhové kandlky. Hlavni funkce otolitli je pomoci rybé
orientovat své télo ve vodnim prostredi (hlavné tedy orientovat hlavu), vici pasobeni
gravitace a také je velmi zasadni jejich spolulcast na sluchovych funkcich. Principem
zajisténi téchto fyziologickych funkci je plisobeni zmén tlaku vody a gravitacnich sil na

celé rybi télo a nasledné vnitini reakce na tyto zmény (Popper, 1982).

Otolitické organy u ryb jsou rlizné velké, a prestoze se jejich funkce nelisi, jejich vnitini
prostredi je trochu jiné. Velikostni rozdily maji vliv i na velikost a zpUsob biokrystalizace
otolitu. Obecné je u vSech kostnatych ryb nejvétsim otolitem Saggita, ktera krystalyzuje
v otolitickém organu nazyvajicim se Saccula. Z tohoto divodu se Sagitta pouziva
nejcastéji k vyzkumu (Campana, 1999). Dalsi dva otolitické organy v sobé uchovavaji

otolity Asteriscus (Lagena) a Lapillus (Urticle) (Obr.1). VSechny tyto tfi otolity jsou z



uhli¢itanu vapenatého, ale postupnym ridstem se diferencuji uklddanim minerall do
krystalové struktury. Sagitta a Lapillus se formuji do struktury aragonitu a Asteriscus se
formuje do struktury vateritu. Mlze se ovSem stat, Ze z fyziologickych dlvodu jedince,
nebo i béhem dorlstani ryby, neodpovidaji struktury danych otolitli obecné platnym
normam a jejich struktura muize predstavovat jiny biominerdl. Nejcastéjsi z téchto
anomalii je kalcitova struktura (Oliveira, 1996). Tyto anomadlie mohou byt zplsobeny
zménami pH nebo prvkovych pomeér(i v endolymfé, kterou je otoliticky organ vyplnén, a
ktera hraje zdsadni roli v biokrystalizaci a ve fyziologickém fungovani celého otolitického
organu (Gauldie, 1990). ptestoze biokrystalizace je proces podminény stejnymi vnitfnimi
pochody, ryby jsou stejné jako ostatni organismy individualni a nékteré fyziologické
procesy mohou i u ryb stejného druhu probihat rozdilné. Tyto rozdily jsou pozorovatelné
mezi rliznymi populacemi stejného druhu zjinych lokalit. Takovy rozdil mlze byt
zplusoben ekologickymi podminkami, jako na mnoZstvim dostupné potravy a Zivin.
Rozdily mohou byt i mezi jedinci stejné populace. VétSinou maji ovsem pfislusnici jedné
populace velmi podobné otolity (Obr.2), coZ naznacuje pfimou spojitost mezi procesem

biokrystalizace a prostfedim (Souza, 2020).

Otolity maji ve své strukture ulozené i organické slozky. Je to tim, Ze otolit obklopuje
endolymfa, ktera je bohata na organické slouceniny. Také dochazi v otolitickém organu
k sekreci stavebnich proteini do endolymfy pomoci specializovanych bunék (viz. nize).
Obsah organické slozky v otolitu je zpUsobena tim, Ze béhem cirkadidlniho tvoreni
struktury dochazi k ukladani ¢asti dominované anorganickou slozkou i k ukladani na
proteiny bohatou slozku (viz. nize) (Wang, 2011). V endolymfé bylo rozpoznano vice nez
380 proteind (Thomas, 2019a). Proteiny patfi k rlznym proteinovym skupindm a maji
v endolymfé zasadni a specifické funkce. Tyto funkce jsou u nékterych proteind jsou

popsany nize (a také v tab.1).

2.1 Otoliticky organ a otolit

Fungovani otolitickych organt je prevazné na bazi mechanoreceptivnich interakci mezi
otolitovou membranou a vnitfnim povrchem otolitického organu. Nejlépe je vtomto
ohledu znamy prostor Sacculy a jejiho otolitu Saggity. Je to ztoho dlvodu, Ze je

nejvétsim otolitickym orgdnem a tedy i Saggita je nejvétsim z otolitd. Proto je také
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nejleh¢i zkoumat princip fungovani otolitickych organl na Saccule. PrestoZze vétSina
studii zminuje konkrétné Sacculu a Saggitu, zjiSténi se daji aplikovat i na ostatni otolitické
organy (Thomas, 2019; Murayama, 2002; Popper, 2005). Vnitini prostor je vystlan
senzorickym epitelem a v ném se nachazi nékolik typU specializovanych bunék. Pro
mechanické vnimani pohybu otolitu jsou pfizpisobené zejména senzorické burky
vlaskovitého typu, na jejichZ povrchu jsou vybézky rasinkovych shlukl. Tyto Fasinkové
vybézky jsou hlavnimi receptory pro prenos vzruchl a zajistuji interakci a predavani
vzruchu z otolitu na senzoricky epitel vystylajici otoliticky orgdn (Murayama, 2002).
Vzruch se aktivuje ve chvili, kdy dojde k ohybu Fasinkovych vybézk(, na jejichz povrchu
jsou kanaly schopné po ohybu fasinek ptijmout signdl a spustit kaskddu chemickych
reakci, vedoucich k pfeneseni informace do mozku ryby (Popper,2005). Casto se v
otolitickém organu vyskytuje konkrétni misto, kde je SirSi vrstva epitelu, a které je
Zelatindzni. Tento epitel obsahujici nejvétsi pocet vliaskovych bunék s fasinkovymi shluky
se nazyva macula. V oblasti maculy se kromé senzorickych bunék také burky podptrné
(Popper, 2003). Tyto podpurné bunky se pravdépodobné nevyskytuji pfimo na macule,
ale spiSe v jeji tésné blizkosti, jelikoz funkce téchto bunék neni senzorickd. Podpulrné
buriky jsou propojeny s otolitem pomoci membrany, kterou je otolit obalen. Tato
membrana na jeho povrchu je pérovitd a propojend s podplrnymi burikami
(Dunkelberger, 1980). Vzajemné propojeni membrany a podpurnych bunék ma funkéni
charakter, ktery zajistuje udrZeni otolitu na misté. Zaroven zajistuji kontakt otolitické
membrany se vSemi burikami v epitelu vnitfniho ucha, které zajistuji jednotlivé procesy
vedouci ke sprdvnému rlstu otolitu (Thomas, 2019). Otolit je pfiblizné trojndsobné
hustsi nez rybi télo, proto jsou jeho pohyby ve vnitfnim uchu rozdilné od pohyb( téla,
proto mizZe dochdzek ke kontaktu otolitu a epitelu otolitového orgdnu a tento pohyb

muzZe byt detekovatelny fasinkami (Ladich & Popper, 2004).

Macula a jeji okoli ma kromé mechanoreceptivnich funkci také zasadni funkce ovliviujici
krystalizaci. Jednou z takovych funkci je funkce sekrecni. Pravdépodobné je macula a jeji
tésné okoli hlavnim mistem, ve kterém dochazi k uvolfiovani jednotlivych organickych
sloucenin, které iniciuji a zajiStuji krystalizaci. V nékolika publikacich byly sekre¢ni buriky
popsany, ale Weigele (2017) bunky zajistujici sekreci popsal jako podpurné burky 2.

typu. Zatimco jini autori tyto bunky oznacuji jako bunky granularni, které se déli podle



typu sekrece. V nékterych pracich jsou buriky granuldrni spojovany pouze se sekreci
proteinll, a zaroven popisuji ionocyty, které se maji starat o sekreci iontQ, jako ku
prikladu hydrgenuhli¢itant. Nékteré prace popisuji granulocyty jako bunky starajici se o
sekreci jak protein(, tak iontu. JelikoZ nékteré zasobuji endolymfu proteiny a jiné ionty,
tvorici krystal (Tomash, 2019). Obecné je typla bunék zajistujicich sekreci proteinl a
iontd do endolymfy ve vnitfnim uchu nékolik. Nékteré se doopravdy vyskytuji pfimo
v oblasti maculy, jiné v jeji tésni blizkosti. Pro predstavu si miZzeme oblast vnitiniho ucha
predstavit jako kruh. Na jeho vrchni vnitini sténé je macula, vedle niz jsou oblasti
takzvané sitovité oblasti (oblast obsahu bunék podpUlrnych a nékterych sekrec¢nich). Cely
kruh je vyplnén endolymfou a pfiblizné v jeho stfedu je uchycen otolit v Zelatindzni
membrané. Naproti macule, na spodni sténé kruhu, je oblast obsahujici nékolik
“plosek”, ve kterych jsou uloZeny buriky dlazdicového tvaru, které zajistuji zasobovani
endolymfy ionty (Mayer-Gostan, 1997). Nalezneme zde hlavné 4 druhy bunék
s rozdilnymi funkcemi. Buriky vlaskovité s mechanorecepcni funkci predavajici pomoci
nervovych spojeni informace o orientaci hlavy, a i s funkci sekrecni pomoci fasinkovych
vybézkl na jejich konci. Buniky podplrné propojené s membranou ochranujici otolit.
Buriky granularni, jejichz primarni funkce je sekrecni. Buriky nazyvajici se ionocyty, které
se staraji o sekreci iontll do endolymfy a na jejichZ povrchu jsou vétSinou aktivni iontové
pumpy. Distribu¢né jsou specializované burky ve vnitinim uchu rozmistény nasledovné:
na macule buriky granularni, vlaskovité a ¢ast podpurnych, v oblasti sitové jsou buriky
podplirné a ionocyty vétsich rozméru, a v oblasti plosek jsou ionocyty malych rozméru

(Pisam, 1998).
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Obr.1: Schéma rybi hlavy s vyznaéenymi otolitickymi organy a jednotlivymi otolity s jejich umisténim.
Zluté vyznacené jsou Sagitty, které byvaji nejéastéji pouzivané a zpracovavané pro analyzy, nebo pro

odecet véku ryby. Plvodni obrazek je prevzat z Chittaro (2020), pouZity je upraveny.

2.3 Vyvoj otolitu

Otolity maji hned nékolik vyhod oproti nékterym ostatnim materidlim pouzivanych
v ekologickych studiich. Nejzdsadnéjsi vSak je fakt, Ze otolit je naprosto acelularni
struktura, ktera je inertni a nepodléha témér za Zadnych podminek jejich resorpci. Ku
prikladu na rozdil od kosti, které podléhaji pravidelné obméné bunék. Aby doslo
k resorpci, musel by byt jedinec vystaveny obrovskému metabolickému stressu
(Fey,2022; Mugiya, 1989). Tento fakt umozni ukladani fyzikdlné-chemickych informaci z
prostredi, ve kterém se ryba béhem Zivota vyskytovala, ve formé chemického slozeni
otolitu. To se tyka prevazné ukladani stopovych prvkl a jejich izotopt (Campana, 1999).
Také jako jedina struktura v rybim téle je schopna poskytnout informace o pribéhu
celého Zivota ryby. Je to diky tomu, Ze k formovéani otolitu dochazi béhem vyvoje
embrya. V této fazi vyvoje se vytvofi cluster z glykoprotein a glykogenu, tak zvany

prekursor, ktery je uz v této fazi pfipojen k epitelu vnitfniho ucha. Z tohoto prekursoru



se dal$im vyvojem embrya postupné stava primordium, které poté tvori centrum otolitu.
Jelikoz je celd iniciace zpUsobena sekreci protein(, které se shlukuji, je oblast primordia
na proteiny nejbohatsi ¢asti otolitu (Pisam, 2002,). Oblast primordia ndsledné udava
strukturu tvoficiho se otolitu (pfevainé smér a zplsob ukladani minerall) (Jolivet, 2008).
Otolit je tak zcela prvni kalcifikovana struktura vznikajici v téle ryby béhem vyvoje
(Radtke, 1982). K prirtstani dalSich “vrstev” otolitu dochazi kazdy den. Tudiz dochazi ke
kontinualnimu ukladani informaci z prostredi. Tyto pfirdstky jsou uz vyrazné ochuzené o

organické slozky oproti centru otolitu (Pannella, 1971).

Vyvoj otolitu probihd ve tfech zdsadnich fazich. Prvni faze byla jiz nastinéna
v pfedchozim odstavci. Tato faze je tak zvanou fazi ukotveni (presny preklad je
uvazovani) a je to faze pfi které vznika prvotni otolitovda membrana. Tento proces
probihd ve dvou krocich. Prvnim krokem je shlukovani proteind vylu¢ovanych
podplrnymi burikami vyskytujicimi se vedle maculy (otogelin je vyluc¢ovany podptrnymi
burikami a protein otolin je vylu¢ovany vldskovitymi burikami). Tento cluster z(stava
celou dobu pfipojen k burikdm na macule (Wang, 2011). Tyto proteiny se ¢asto rfadi do
nadskupiny oznacované jako OPP proteiny (otolit precursor particles). Je tomu tak,
protoze jsou bud pfimo obsazené v OPP nebo zajistuji jejich formaci (Stook-Vaughan,
2015). OPP jsou bohaté na glykoproteiny a byl v nich pozorovan i glykogen, ale velmi
dllezitou slozkou jsou organické slouceniny, které na sebe vazou Ca* ionty, které zajistuji
prvotni krystalizaci. Tyto proteiny tak zanou tvofit seminka, ktera jsou pomoci nabitého
povrch fasinek na vlaskovych burkach (nebo kineticky) shlukovdna. Nejzasadnéjsim
proteinem v prvnim kroku je pravdépodobné otogelin (Thomas, 2019). Druhy krok
spociva v postupném pfripojovani vzniklé otolitické membrany k receptivni oblasti
maculy a podplrnym bunkam (Stooke-Vaughan, 2015). Pripojovani je zajisténo sekreci
proteinl z rasinkovych vybézk( a jejich interakci s povrchem membrany (interakce
Alpha tektorinu, komkrétné nidogenové domény, s kolagenovou doménou otolinu). Po
ukotveni wvzniklé otolitové membrany a “seminek” otolitu dochazi k zapoceti

biokrystalizace (Thomas, 2019).

Druhou fazi je samotna biokrystalizace. K prirdstku otolit dochazi kazdy den. PfirGstani
je mimo jinych faktort ovlivnéno cirkadialné. Z toho divodu se v otolitech sttidaji vrstvy

bohaté na organické slouceniny s vrstvami bohatymi na anorganické slouceniny. Vrstva



anorganickd se oznacuje jako zéna pfirdstani (anglicky the incremental zone), vrstva
proteinova se oznacuje jako zéna nespojitd (anglicky the dicontinuous zone) (Mugiya,
1981). Toto pfrirlstani se jevi byt zavislé na vylu¢ovani thyroidnich hormonu a jejich
kolisajici hladiné (Wang, 2001) (jsou to hormony §titné zlazy a mimo jiné funkce zajistuji
spravny rlst organismua). BEhem soumraku a pres noc je na povrchu otolitu ukladana
prevazné nespojita zona. Naopak béhem dne je k otolitu pfipojovana pfirlistova zéna

(Tohse, 2006).

Treti faze nastava po iniciativni inkrustaci otolitu prvnimi pfirGstky CaCOs (Aragonitu).
Probihd podobné jako ve druhé fazi, cirkadidlné. A proces ukladani uhli¢itanu
vapenatého a proteinl se neméni. Co se zacina objevovat, je rozdilny rist otolitu béhem
zimy a béhem léta. Letni vrstva je relativné obohacena o anorganickou slozku, zatimco
u vrstvy pfirtstajici béhem zimy prevlada ve vrstvé obsah organickych sloZzek. Diky tomu
je mozné pozorovat jednotlivé anuly (a urcit vék ryby) (Dannevig, 1956). Hlavni skupinou
proteinl podilejicich se na ptirlstani otolitu jsou ze skupiny karbohydraz. Karbohydrazy
funguji jako katalyzatory béhem premény oxidu uhli¢itého na hydrogenuhli¢itan. Z toho
dlvodu koncentrace oxidu uhli¢itého ve vodé pravdépodobné ovliviiuje pftirlstani
otolitu, a také zpUsoby pfirGstani béhem dne a noci. Kromé jejich katalyzacnich funkci
se podileji také na regulaci rGstu otolitu. Konkrétné jejich symetrického pfirtstani a
velikosti prirtstku (Tohse, 2006). Vycet proteint podilejicich se zasadné na ukladani
uhliku do otolitu a na vyvoji otolitu, véetné proteinl interagujicich s uhli¢itanem

vapenatym, je v tabulce 1.



Obr. 2: Vzorky otolitl tfiletych okound ze stejného roku. Je u nich pozorovatelny stfed a také nenapadné
anuly. VétSinou se anuly odeditaji pomoci mikroskopu a podsvicenim otolitu. Dal3i mozZnost, jak odecist
vék ryby z anuli je spalenim organické ¢asti, oviem poté neni mozné dal pracovat s proteinovou ¢asti
otolitu. PfestozZe jsou tyto otolity odebrany stejné starym zéstupctim stejného véku, je patrné, Zze nejsou
vsechny Uplné stejné. Dlvodem je rozdilnost kazdého jedince, pfestozZe probihaji stejné proces, nejsou

otolity identické. Tyto otolity byly velké pfiblizné 0,7 cm.

K biokrystalizaci by nemohlo dochazet, kdyby endolymfa nebyla obohacovana
hydrogenuhlic¢itany (pfeména je zajisténa karbohydrazami z CO,, jak bylo popsano
drive). Jeho regulaci zajistuji pravé karbohydrazy. Jak se uhli¢itan vapenaty dostava do
endolymfy zatim neni jasné, pravdépodobné vsak jde o kombinaci pasivniho transportu
a aktivniho transportu. PfirGstani otolitu je komplexnéjsi, nez se na prvni pohled muze
zdat. Kromé proteinl (enzym) starajicich se o prirastani jsou v endolymfé obsazeny i
proteiny, které tento proces inhibuji. V otolitickém organu tak probihd presné
naplanovana souhra vyplavovani inhibitord a mineralizatord (Thomas, 2019a). Cely
proces probihajici biokrystalizace je zavisly na sloZeni endolymfy, ale také na slozeni
okolni vody. Hlavnim ovliviiujicim faktorem v endolymfé je pH, o jehoZ regulaci se staraji
karbohydrazy tim, Ze reguluji hydrogenuhlic¢itany a protonové ATP3asy typu V a jejich
vyplavovani do otolitického organu (Thomas, 2019). Hlavni faktory prostfedi ovliviujici
vyvoj otolitu a zpUsob jakym se do néj budou ukladat stopové prvky (jejich obsah,
zastoupeni a poméry, i izotopd) jsou pH, teplota, salinita a koncentracni gradient

prostredi (Eldson, 2008).

PrestoZe se v endolymfé obklopujici otolit vyskytuje vice nez 380 protein( s rdznymi
funkcemi, pouze priblizné 15 z nich patfi do skupiny protein(, které jsou rozpustné ve
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vodé. Existuje nékolik publikaci probirajicich procesy vedouci k biokrystalizaci otolitu a
jejichz zadjmem jsou skupiny proteini obsaZenych v endolymfé. Prace tohoto typu
(zabyvajici se mikrochemismem) se zacaly objevovat v 90. letech 20. stoleti, ale dodnes
nejsou identifikované viechny proteiny a nejsou radné prozkoumané procesy déjici se
ve vnitfnim uchu vedouci k iniciaci tvorby otolitu a presnych mechanismu vedoucich
k pravidelnému dorlstani (predevsim konkrétné funkce jednotlivych proteina). Priblizné
asi Ctyriceti z identifikovanych proteini byla ptifazena specifickd funkce (Thomas,
2019a). Tyto rozpustné proteiny jsou s nejvétsi pravdépodobnosti proteiny, které byly

v rozpustné frakci nasich vzorkd, a které poskytly vysledky pro nasi praci.

Vyhodami otolitd tedy jsou: inertnost, nepodléhaji resorpci; kontinudlni prirtstani (na
rozdil od mékkych tkani, které se obménuji); vysokd odolnost, daji se uchovavat
v archivech po dlouha |éta bez specidlnich poZzadavku (neni je tfeba udrZovat zamrazené
ani v exikatorech); moznost pouzit i otolity nalezené béhem paleontologickych vykopu

diky jejich “mineralnimu slozeni“ a odolnosti.

protein Funkce Skupina

Otogelin
o/B-tectorin
Vapnikova ATPasa
Otocl

Myosin9 lehky fetéz
Osteonectin
Otolin-1
Karbohydrazy 1a 6
Otolitovy marix pr.-1
Protonova ATPasa
typu Vv

Propojeni otolitové membrany s maculou
Pfipojeni otolitu k fasinkovym vybézkim
Zajidtuje pfenos Ca?* pfes plasm. membréanu
Zéasadni pro zaloZeni otolitu, vaze Ca?*

Véze Ca?*, pravdépodobné soucast fasinek

Véze Ca®*, vaze kolagen

Véze Ca?*, formuje strukturni kolageny
Pfeména COz na HCOs™, regulace pH
Strukturni protein, vaze HCOs"
Kontrola Ph v otolitickém organu

Pr. otolitové membrany
Pr. otolitové membrany
Pr. lontového transportu
Otoconiny

Myosiny

Pr. bohaté na cystein
Precerebeldrni proteiny
Karbohydrazy
Transferiny

Pr. lontového transportu

Tab.1: Vycet protein( zasadnich pro prlbeh a iniciaci biokrystalizace. Nékteré z téchto proteind by

mohly byt proteiny ve strukture otolitu (Thomas, 2019). Zkratka pr. znaci protein.
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3 lzotopy

Vétsina existujicich prvkd ma nékolik svych izotopu. lzotopy oznacujeme atomy téhoz
prvku, které jsou identické az na pocet neutron(l. Pocet protont zUstava u viech izotopu
daného prvku neménny, tudiz i jejich chemické vlastnosti jsou neménné. Diky
rozdilnému poctu neutronll ma tento atom rozdilnou hmotnost oproti ostatnim

izotopum daného prvku.

S rozdilnou hmotnosti (rozdilna atomova hmotnost) se zasadné méni fyzikalni vlastnosti
izotopll. K zdsadnim rozdilim patfi hlavné stalost. Zména atomové hmotnosti muze
zpUsobit, Ze dany izotop se stane nestalym a mizZe podléhat radioaktivnimu rozpadu.
Z toho divodu se izotopy déli na izotopy stabilni (vnitfni sily vatomu jsou stabilni, a
proto nepodléhaji samovolnym rozpadlm) a nestabilni (podléhaji samovolnému
rozpadu tzv. radioaktivnimu). Nestabilni izotopy jsou proto oznacovany jako radioaktivni
izotopy. Jejich stabilitu nebo nestabilitu zplisobuje pomér proton(l a neutront (obecné
suma nukleonll) vatomu a jejich vzajemné plsobeni pomoci elektrostatickych sil a
pfitazlivost jadernych sil. Také maji rychlejsi polocas rozpadu. Tato prace je orientovana

na stabilni izotopy, proto se dale o radioaktivnich izotopech nebude zmirovat.

Dalsi zasadni rozdil mezi izotopy zpUsobeny rozdilnou hmotnosti je vtom, Ze lehci
izotopy casto jednoduseji participuji na chemickych reakcich. Tento fakt je také
dlvodem jejich relativniho pomérového zastoupeni na Zemi. Kuptikladu vodik ma 3
formy. Vodik a deuterium jsou stabilnimi izotopy, tritium je radioaktivni a z téchto dvou
izotopU je mnohem zastoupenéjsi vodik. Konkrétné vodik (}1H) majici jeden proton a
jeden neutron je v pfirodé ¢asté&jsi (99,985%), nez deuterium (*1H) majici jeden proton a
dva neutrony, ktery je pomérné vzacny (0,015%) (Santriéek, 2014). V pfipadé nasi prace
se budeme zabyvat dusikem a uhlikem. V pfirodé je lehéim a hojnéji zastoupenym
13C). Procentudlné se v pfirodé vyskytuji v hodnotach *N 99,634% a °N 0,366%. U uhliku
je procentudlni zastoupeni nasledujici >C 1,1056% a 3C 98,894% . Ovsem existuji i

vvvvv

lithium (Fry,2006).
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Pomér mezi lehé¢im a tézSim izotopem daného prvku se da spocitat vydélenim méné
zastoupeného (minoritniho) izotopu izotopem vice zastoupenym (majoritnim)

vysledkem je hodnota oznac¢ovand R, kterd je bezrozmérna (Santracek, 2014).
R=minoritni izotop/majoritni izotop

Toto pomérové zastoupeni se samostatné v praxi velmi ¢asto nepouziva, pravé kvili
Castému velmi malému zastoupeni tézsiho izotopu. Hodnota R se vSak pouziva pfi
dalSich vypoctech. Predevsim kvypoctu relativniho zastoupeni prvku v néjakém
substratu. Tento vypocet pracuje se standardy. Jako standardy se historicky zacaly
pouzivat suroviny, které byly kdysi v dostate¢né mire k dispozici. Tyto suroviny byly
vybrany diky jejich izotopové homogenité a staly se z nich standardy pro dalsi analyzy
(tab.2). Standardy, které se pouzivaji pro vypocet relativniho izotopového poméru (6),
jsou ve své podstaté pomérem tézsiho izotopu daného prvku vici lehkému izotopu
daného prvku z téchto surovin. Hodnota standardu je nulova, podle jejich definice (Fry,
2006). V dnesni dobé byla vétsina téchto surovin jiz vytéZena. Z toho divodu se pouZzivaji
standardy laboratorné pripravené, které se znaci s velkym V na zaéatku zkratky. Toto
znaceni predstavuje slovo Vienna, kde je sidlo Mezinarodni agentury pro atomovou
energii, kterd se podilela na laboratorni pfipravé “modernich” standard(l (Santrii¢ek,

2014).
8 = [ (Rvz -Rs)/Rs ] *1000, 5=[%o]

Vypocet relativniho izotopového slozeni latek (8) odhali relativni obohaceni, nebo
ochuzeni latky o dany izotop vicéi témto standarddm. Pro zjisténi relativniho
izotopového sloZeni vici standardu se vypocitd odectenim hodnoty standartu od
hodnoty izotopového poméru ve vzorku a naslednym vydélenim ziskané hodnoty
hodnotou standardu. Jelikoz se delta udava v promilich, je vysledek vyndsoben 1000.

vvvs

obohacen o dany izotop. Pokud je ve vzorku vice zastoupen lehci izotop daného prvku,

v vyv

potom je vzorek ochuzen o tézsiizotop daného prvku (Fry, 2006). Tedy pokud je hodnota

vvvvv

izotop (Santricek, 2014).
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V ekologickych studiich zaméfujicich se na potravni vztahy organism( jsou nejéastéji

pouzivany izotopy uhliku a dusiku, pro nézZ jsou standardy i s jejich hodnotami vypsané

v tabulce 2.
Mezinarodni Znaceni Pomér izotopu Hodnoty izotopového poméru
standard
PeeDee Belemnite | VPDB 1Bc/12¢ 0,011189
Air VAIR BN/AN 0,003677

Tab.2: Tabulka s mezindrodnimi standardy a jejich hodnotami. Tyto hodnoty se oznacuji R, které je
bezrozmérnou jednotkou, dokud neni pouzité pro dalsi kvantifikace. Dle definice pro standardy vychazi

hodnota R nulovd, diky tomu se da poutzit jako reference pfi izotopové analyze.

3.1SIA

Zkratka SIA je zkratkou pro Stable Isotope Anylysis. Volnym prekladem by se dalo slovni
spojeni preloZit jako analyza stabilnich izotopt (Santréek, 2014). Izotopové slozeni latek
v pfirodé neni homogenni. Pfedevsim, kdyz jde o slozky Zivé ptirody. Je to z toho dlivodu,
Ze béhem chemickych reakci dochazi ke zméné izotopového slozeni latek. Tyto zmény
ve sloZeni se nazyvaji frakcionaci. BEhem frakcionace se méni izotopové sloZeni latek
z plvodniho na jiné v pribéhu chemickych reakci. V ekologii potravnich vztah( je
hlavnim objektem zajmu tzv. asimilacni frakcionace neboli troficka frakcionace. Troficka
frakcionace je proces, ke kterému dochazi béhem pfijmu potravy a zaélefiovani
nutrientll z potravy do vlastni biomasy. Zpravidla je béhem chemickych reakci
preferovan lehci izotop daného prvku, diky nizsi molekulové hmotnosti (Gannes, 1997),
2006). Z toho davodu se lehké izotopy ve velké mite nepodili na tvorbé nové biomasy

organismu.

Dusik a jeho izotopy jsou v potravni ekologii velmi vyznamnymi ukazateli potravnich

vvvvv

jejich potravé. V literature se bézné piSe o obohaceni priblizné 3,4%o. a s touto hodnotou
se bézné pracuje béhem vypoctu trofické pozice (Peterson & Fry,1987; Post,2002). Tato

hodnota vSak nemusi byt vidy presna. Hodnota je zavisla na typu potravy, na typu
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konzumenta a na typu habitatu (Vander Zanden, 1997). Pokud se zaméfime na druh
potravy, tak McCutchan (2003) popsal, Ze troficka frakcionace uhliku je u byloZravcu
Casto vyssi nez u karnivor(. Podobné vysledy pro uhlik pozoroval i Eldson (2010), ktery
zkoumal vztah mezi druhy potravy (jejich izotopové sloZeni a obsahu Zivocisné a
rostlinné slozky) a stabilnimi izotopy ve svalech a otolitech konzumenta. Zjistil, ze
v pripadé kdy byl zdroj potravy sloZzen z kombinace rostlinné a Zivocisné, byly vysledky
na pomezi, zatimco rostlinna strava znamenala vétsi frakcionaci a potrava sloZzena
z masa znamenala mensi frakcionaci. Jeho vysledky ukazovaly podobné vysledky i pfi
méfeni dusiku. To ma pravdépodobné souvislost se stravitelnosti potravy a
stabilnéjsi vazby a méné ochotné se podileji na chemickych reakcich. Vysledky Ci N
v jeho praci naznacuji, Ze SIA v potravni ekologii, konkrétné troficka frakcionace zavisla
na pfijimané potravé, je zdsadni. Zaroven béhem svych pokusld zkoumal i vnitini
metabolickou frakcionaci mezi svalovinou a otolitem. Jeho vysledky ukazuji, Ze tato
frakcionace je tak mal3, Ze se da zanedbat a dosel tak k zavéru, Ze otolity jsou vhodnym
substratem pro SIA potravnich vztah(, za pouZiti obou téchto prvkl. PrestoZze podle
vétsSiny publikaci nedochazi k trofické frakcionaci mezi jednotlivymi trofickymi pozicemi
v ptipadé inkorporace uhliku do nové biomasy (Santricek, 2014), nékteré publikace
zkoumajici trofickou frakcionaci popisuji jiné vysledky. Konkrétné dochazi k obohaceni

13C nové vzniklé biomasy oproti potravé (Eldson, 2010; Sirot, 2017).

Okouni byly vybrani jako modelova ryba diky jejich potravni strategii. Jsou oportunisticti
lovci, jejichz aktivita je nejvyssi béhem rozbresku a soumraku (Craig, 1977). Cely sv(j
Zivot jsou dravymi rybami. Jako juvenilni se Zivy pfevaziné zooplanktonem a pozdé;ji se
zZivi larvami hmyzu. V dospélosti jsou piscivorni (Ceccuzzi, 2011) s ¢astym kanibalismem
(Persson, 2000). Tim padem jsou ziskané informace o trofické pozici za pouziti SIA a
tkané okoun0 lehce vyhodnotitelné. Narlsty izotopového signalu by mély vykazovat

typické hodnoty nalézané u dravca.

Kromé uréovani trofické pozice recentni se daji otolity a jejich izotopové sloZeni pouzit i
u vzorku z historie. To je obecné velkou vyhodou otolitl. Bez specialniho zajistovani
vydrzi léta, a pokud jsou skladovany jednotlivé v uzaviratelné nadobé, nebo

v uzaviratelnych saccich, nevadi ani rozbiti vzorku (Rowell, 2010). Ddle se tato
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kombinace bézné pouziva k urceni migraci (dlouhych i kratkych) (Cunjak, 2005), urceni
plvodu ryb, uréeni zmény v prostiedi b&éhem Zivota ryby, nebo zmény salinity prostredi
(Campana, 1999). Idedlnim zplsobem zpracovani otolitd k SIA by bylo oddéleni
jednotlivych anull od sebe a ziskanim informaci pro jednoho jedince, ale toto zpracovani
ma své limity. Zatim neni realizovatelnost zpracovani otolitl timto zpisobem pro SIA

potvrzena.

Analyza se provadi pomoci hmotnostni spektrometrie ¢asto znacené zkratkou IRMS
(Isotope Ratio Mass Specrtomectry). Hmotnostni spektrometry jsou pfipojené
k pocitac¢ovym programim zajiStujicim cely proces analyzy. Tyto programy také zajistuji
veskeré nastaveni stroje, jako jsou napriklad hladiny detekce pro dané prvky.
Hmotnostni spektrometry jsou schopny analyzovat pouze zplynéné vzorky, proto je
prvnim krokem analyzy spdleni vzorku. Jedna se tady o destruktivni analyzu, coz mlze
byt v nékterych pripadech (véetné této prace) nevyhodou. Po spéleni vzorku se vznikly
plyn pfidava k nosnému plynu, kterym je vétSinou inertni hélium. Spdleny vzorek
vstupuje spolu s nosnym plynem do komory. Do komory kromé vzorku a nosného plynu
vstupuje také referencéni plyn o znamém izotopovém sloZeni, vétSinou jeden ze
standardud. V komore analyzatoru je iontovy zdroj emitujici elektrony, které interaguji
s vnéjSimi orbitaly zplynéného vzorku za vzniku kationtl. Rychlost kationtl je poté
zvySena a jsou dale neseny do Stérbiny, kterd Usti do prostoru s elektromagnetem.
Plisobenim elektromagnetu je draha kationtl ohybana. Diky tomu a diky rozdilné
hmotnosti jednotlivych kationtl (pravé diky rozdilnému izotopovému sloZeni vzorku)
dochazi krozdiliim v trajektorii drahy izotopl. Drahy jsou zaznamenavany pomoci
detektoru slozeného z nékolika Faradayovych kolektord a namérené vysledky jsou
zapsany do chromatogramu. Béhem celého procesu je naprosto zasadni, aby nebyl
vnitfni prostor stroje kontaminovan vnéjsim okolim. Z toho dlvodu je v oblasti komory

vytvorené prostfedi vakua (Santri¢ek, 2014).
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4 Cile prace

Hlavnim cilem prdce bylo zjistit, zda jsou otolity sladkovodnich ryb vhodnym materidlem
pro izotopovou analyzu ve voddch Ceské republiky. Konkrétné, zda je jejich pouZiti
vhodné pro zjistovani trofické pozice, trofické niky a potravnich trendd. Pfi SIA
zameérujici se na trofické pozice je zdsadnim prvkem zajmu dusik, proto bylo dalSim cilem
zjisténi, zda je v otolitech okouna fi¢niho dostatek materidlu obsahujiciho dusik na
provedeni izotopové analyzy. Pokud by bylo, dalSim cilem by bylo zjistit, jestli je mozné
provést analyzu zaroven pro uhlik a dusik, tedy zjistit pomérové zastoupeni uhliku a
dusiku ve vzorcich. Diky ziskdni vzorkd ryb rlzného véku je dalSim cilem zjistit, jestli ma
vék a velikost ryby vliv na velikost otolitd jim odebranych a na izotopové sloZeni otolit{
(popripadé zda ryby Zijici na daném misté déle, nez tfi roky maji zdsadné rozdilné slozeni,
nez ryby tfileté). Zjistit zda bude mozné z izotopového signdlu dusiku indikovat pfipadny
posun v zakladu potravni sité okound, ktery by mohl nastat na zdkladé publikovanych
informaci o zvySeni pfisunu alochtonni organické hmoty do nadrze v dusledku klimatické
zmény (Vasek et al., 2021). Otolity se jako médium vybraly hlavné diky jejich

vlastnostem, ktery byly popsany v kapitole otolity.

4.1 Hypotézy

Hypotézy byly pro tuto praci nastaveny nasledujici:
Ho: Izotopovy signal >N i 13C se bude v pribéhu 20 let sledovani v otolitech ménit.
Hi: V otolitech bude dostatek dusiku k SIA.

Ha: Otolity z recentnich let budou obohaceny o >N oproti prvnim rokim odlovd.
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5 Metodika

Metodika pro upravu vzork( v nasi praci byla prevzata z ¢lanku publikovaného v roce
2013. Tato publikace byla vybrdna diky popisu extrakce proteinové slozky otolitd
(Grgnkjzer, 2013).

5.1 Vzorky

Vzorky, které jsou v praci pouzivany, jsou otolity z okouna fi¢niho (Perca fluviatilis). Tyto
otolity byly uloZeny v archivu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky
(zkratka AVCR) v Ceskych Budé&jovicich. K jejich odbéru do$lo b&hem pravidelnych

odlov(, ke kterym dochdazi na vodni naddrzi kazdy rok na prelomu léta a podzimu.

K dispozici jsme mély otolity z nékolika let mezi rokem 2004 a 2021 (véetné). Pocet
otolitl z jednotlivych odlov( a korespondujicich archivovanych vzork( z jednotlivych let
neni stejny pro kazdy z nich. Z nékterych let nebyly archivovany zadné vzorky otolitd.
otolitl dostatecné velké mnozstvi. Diky tomu bylo mozné rozdélit nékteré vzorky otolit
z nékterych let na vzorky odebrané okounlm triletym a vzorky otolitd odebrané
okoundm ¢tyfletym a starSim (ve skupiné starSich ryb byly otolity odebrané okounim
od 4 do 10 let véku). To se provadélo také proto, Ze prvotnim zamérem bylo soustredit
se pouze na otolity trileté. Kdyz jsme mély vzorky k dispozici, rozhodly jsme se pouzit i
od starsich ryb. Bez chybéjicich let byly tedy k dispozici otolity z 15 let (chybéjici vzorky
jsou z let 2008, 2007, 2005). V nékterych pripadech bylo dostatecné mnozstvi otolitl

pro provedeni dvou opakovani pro dany rok.

5.2 Vodni nadrz Rimov

Mistem odbéru vzork( byla vodni nadrz Rimov (48°50’, 14°30'E). Vodni nadrz Rimov je
zdrojem pitné vody pro Ceské Budé&jovice, nachazi se na spodnim toku feky Mal3e, ktera
je hlavnim tokem zasobujicim vodni nadrz vodou (Obr.3). Byla vybudovana
v sedmdesatych letech 20.stoleti vybudovanim prehrady a zatopenim udoli o délce 13,5
km. Diky tomu md ndadrz karflonovity tvar. Maximalni hloubka nadrze je 43 metr( a

primérnd hloubka je 16 metr(. Celd rozloha nadrze je 2,06 km? (Simek, 2008).
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Ve vodni nadrzi dochdazelo po napusténi udoli k velmi intenzivni biomanipulaci, hlavné
kvali regulaci fytoplanktonu, ne? doslo k ustaleni rybi komunity (Riha, 2009). Pfesto ale
k dodate¢nému dosazovani okouna do nddrze nedochdzelo, takze ryby lovené po roce
2000 jsou ryby vykulené ve vodni nadrZi. Jejich otolity tim padem zcela odpovidaji

podminkam vodni nadrze.

Svaly Jan
nad Malsi

o

= Chlum

X 7| = \

Obr.3: Vodni nadri Rimov na fece Malsi. Na pravé strané je mésto Veledin a na levé Sv. Jan pod Malsi.

(zdroj: Mapy.cz)

5.3 Zpracovani vzork(

Otolity jsou struktury uhli¢itanu vdpenatého nachazejici se ve vnitinim uchu ryby. Svym
sloZzenim jsou pfevaziné z anorganického materidlu. Struktura uhli¢itanu vapenatého ma
v sobé uzamdcené i proteinové slozky, protoZze endolymfa obklopujici otolity obsahuje
proteiny (Campana, 1999). Béhem tohoto procesu se tak do jejich struktury ukladaji i
Casti proteinové (organické) slozky, kterd je v malych koncentracich v otolitu uzamcena.
Tato organicka ¢ast mlze byt obsazena v mirte blizké az 10 % z celkové vahy otolitu

(Sasagawa, 1996). Z toho divodu je vhodné pokusit se pouZit pro studii tykajici se
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trofické pozice tu ¢ast otolitu, kterd je proteinova. Nejen pro dusik, ale i pro uhlik. Uhlik
v otolitu je totiz méfitelny i bez extrakce proteinové Casti, ale vtom ptipadé dochazi
hlavné k méreni anorganického uhliku tvoficiho strukturu CaCO,, ktery je pfijiman

z prostredi (Solomon, 2006).

Pti izolaci proteinové ¢asti otolitu by mélo dojit k ziskani presnéjsich vysledkd, které
nebudou zatizeny anorganickym uhlikem. Doposud se pouzivaly ve studiich (a nejen
souvisejicich s trofickou pozici a potravnimi ndvyky, ale veskerych ekologickych studiich)
otolity celé. Pfi méreni celych otolitl dochazi k méreni celkového uhliku, ktery je slozen
z veskerého pfijimaného uhliku (metabolického i nemetabolického). 1zolaci se ptipravi
vzorek na compound — specific SIA, kterd je vhodnéjsi nez bulk SIA diky vétsi presnosti

(McMahon, 2010).

Pti urcovani trofické pozice, nebo pfi ekologickych studiich zabyvajicich se potravnimi
vztahy se vétSinou analyzuje kromé uhliku i dusik. Dusik je pro vypocet trofické pozice
zasadni, jelikoz s kazdou navysenou trofickou pozici je jedinec relativné obohacen o tézsi
izotop dusiku, tedy izotop °N, vici své potravé. V literatufe se béZné pise o obohaceni
priblizné 3,4%o (tato hodnota se bézné pouZiva k vypoctu trofické pozice) (Peterson &
Fry,1987). Tento popisovany frakcionacni faktor vsak mliZze mit i vyrazné jiné hodnoty v
zavislosti na potravé a na prostredi (ve sladkych vodach je ¢astéjsi ziskani jinych hodnot,
hlavné pokud se jedna o uzaviena vodni télesa, a také se odviji od potravy vybrané pro
reprezentaci spodni hranice potravnisité) (Post, 2002; Eldson, 2010). Z toho dlvodu byla
potfeba vybrat takovy postup, aby se z otolitu podafilo izolovat oba prvky. Postup
opsany McMahonem v ¢lanku zroku 2011 se zaméfuje na aminokyseliny a uhlik
obsazeny v nich. Cheng ve svém ¢&lanku z roku 2018 pouziva pro izolaci dusiku z otolitu
oxidaci pomoci bakterii. Tyto postupy jsou pomérné zdlouhavé a slozité. Navic nejsou

tyto zpUsoby Upravy pravdépodobné vhodné pro provedeni SIA pro oba prvky.

Z toho dlvodu se stal hlavnim zdrojem pro zpracovani nasich otolit( ¢lanek z roku 2013,
jehoz autorem je Peter Grgnkjeer. Ve svém ¢lanku popisuje izolaci jak uhliku, tak dusiku,
pomoci demineralizace otolitd HCl a poufZiti jejich organické ¢asti k provedeni analyzy.
Tento postup se zdal byt na rozdil od ostatnich jednoduse proveditelny a s relevantnimi

vysledky pro Ci N.
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5.3.1 Pfiprava otolitu

Z archivu Biologického centra AVCR bylo ziskdno 307 vzork( otolitd spolu s informacemi
o vylovenych rybach, kterym byly otolity odebrany. Odbér otolitd je pomérné
jednoduchy, a probiha po smrti ryby. Usmrcena ryba se uchopi tak, aby dorzdIni ploutev
smeérovala k zemi. Poté se rozeviou skfele a za poslednim Zabernim obloukem se Zabry
oddéli pomoci silnych nlzek. Celd hlavova ¢ast se poté prevrati a tim dojde k vysunuti

Sagitt, které se pinzetou vyjmou a jsou uskladnény v papirovych pytlicich.

Kazdy z otolitQ byl zvaZzen, aby se daly predpftipravit k zpracovani. Tyto vahy otolitd byly
také poutzity ke zjisténi vztahu mezi vahou otolitu a velikosti ryb. K analyze bylo treba
mit navazku 100 mg. Z toho dlvodu se po predvazeni vybralo tolik otolit(i, aby se dala
analyza provést s co nejvice moznymi opakovanimi. BEhem vybéru se samoziejmé braly
v potaz ztraty materidlu, ke kterym dochdazi béhem mleti a kvalitativnim presunim
vzork(. Z vétsiny let nebylo dostatecné mnozstvi otolitl, proto jsme pouzily vSechny
dostupné otolity. To je také divod, proc je v nékterych letech opakovani a v nékterych

ne.

Jednotlivé otolity byly rozdéleny podle roku vylovu a podle toho, zda se jedna o ryby

trileté, nebo starsi. Tyto otolity byly poté rozdéleny do kadinek.

Velikosti vylovenych ryb se casto velmi lisily i mezi tfiletymi jedinci. Z toho ddvodu
nebylo v kazdém souhrnném vzorku stejné mnozZstvi otolitli. Rozmezi bylo mezi tremi az

osmi otolity na jeden vzorek k ziskani hmotnosti 100mg.
5.3.2 Cisténi otolitl
Po vyjmuti otoliti z vnitfniho ucha se rovnou z jejich povrchu odstrani tenkd ochranna

blanka. Prestoze byly otolity z archivu, a predpokladaly jsme, Ze béhem odbéru vzorku

k tomuto ocisténi doslo, pro jistotu bylo provedené nové ¢isténi.

Do kadinek s otolity se nalilo dostate¢né mnozstvi 0,2 mol/l hydroxidu sodného, tak aby
jeho hladina prevysovala cca o pll centimetru jejich povrch. Nechaly se v ném odstat
hodinu. Po uplynuti daného ¢asu se vloZily do ultrazvukové nadoby, kde se nechaly jednu
minutu za intenzity sonikace 20kHz. Po dokonceni sonikace se otolity jeden po druhém

pomoci pinzet zkontrolovaly a byly zbaveny pfipadnych zbytk( blanky z povrchu.
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Poslednim krokem bylo proplachnuti vzork(i nékolikrat v MiliQ vodé, aby se z jejich

povrchu odstranil hydroxid sodny.

NeZ se preslo k samotnému zpracovani otolitll demineralizaci, byly vzorky vloZeny do

susarny a byly suseny 48 hodin pfi teploté 30°C.
5.3.3 Demineralizace

Do jednotlivych eppendorfovych zkumavek s vickem byly vlioZeny otolity predstavujici
souhrnny vzorek véetné rezervy kompenzujici potencidlni ztraty vzniklé mletim a
prenosem vzorku (vzorky se prenasely kvalitativné). Vysusené vzorky byly rozemlety na
homogenni prasek pomoci automatického oscilatniho mlynu MM400. Homogenizace
probihala nékolika opakovanimi s kontrolami, aby bylo zajisténo co nejjemnéjsi

rozemleti. Jednotliva mleti probihala po dobu 5 minut frekvenci 20hz/s.

Do predvazenych zkumavek se zdvitem o objemu 15 ml bylo pfeneseno 100mg
zhomogenizovaného vzorku. Poté se do zkumavek pfidaly 2 ml 0.1 mol/l kyseliny
chlorovodikové o teploté 5°C a zkumavky se odlozZily do lednice vychlazené na 5°C.
Nechavaly se odlezZet pfiblizné hodinu, dokud iniciativni faze demineralizace neskoncila
(Obr.4). Poté se zkumavky vytadhly a jejich obsah byl jemnymi krouzivymi pohyby
promichan. Dale do nich byly pfidany 4,4 ml 0,5 mol/I kyseliny chlorovodikové o teploté
5°C a opét byly vraceny do lednice vychlazené na 5°C. Tentokrat byly zkumavky

ponechany v lednici pres noc (cca 12 hodin), aby mohla byt demineralizace dokoncena.

Obr.4: Prabéh demineralizace otolitu po pfidani 4,4 ml HCl pro dokonceni procesu.
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5.3.4 Pfiprava IOM

Demineralizace se provadéla, aby se ze vzorku odstranil anorganicky uhlik drzici

jednotlivé strukturu pohromadé. V této strukture byly uzamceny organické ¢dsti vzorku.

Organickd cast ve vzorku byla obsazena bud ve formé proteinli rozpustnych (soluble
organic matter — zkratka SOM), anebo ve formé protein( nerozpustnych (insoluble
organic matter — zkratka IOM). Pro oddéleni téchto dvou frakci bylo tfeba vzorek nechat
odstredit v centrifuze schopné dosahnout 14 400 otacek. Aby odstfedéni probéhlo
bezpecné, byly vzorky preneseny do polykarbonatovych centrifugacnich zkumavek o

objemu 50 ml. Vzorek byl pfenesen kvantitativné.

Odstredovani probihalo v centrifuze Beckman Coulter ALLEGRA X-30R (rcf-30000), na
které se nastavilo chlazeni na 5 °C béhem centrifugace a rychlost odstfedovani na 14400
otacek za minutu. Odstfedovani probihalo ve tfech opakovanich, kdy po kazdém
opakovani byla ¢ast supernatantu prenesena do zkumavky s mikrofiltrem. Kazdé
odstredéni trvalo 10 minut. Po ukonceni se zbyly supernatant prenesl do dané zkumavky
s mikrofiltrem. Na dné polykarbondtové zkumavky zlstala drobna srazenina (Obr.5),
ktera se prenesla do predvazenych cinovych kapsli ur¢enych pro izotopovou analyzu.
Kapsle se odlozily do mrazdku, aby se s nimi jednoduseji manipulovalo a aby nedoslo

k jejich wyliti, dokud se nedokoncila priprava SOM vzorkd.

Obr. 5: Na dné polykarbonatové zkumavky je drobna srazenina tvofena nerozpustnou proteinovou frakci

z otolitu.
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5.3.5 Pfiprava SOM

Supernatant, ktery byl pfeneseny do centrifugacnich zkumavek Amikon ultra - 15 s
mikrofiltrem pro zadrZeni proteind o objemu 15 ml (propustnost pérd 10000 NMWL
(nominal molecule weight limit)) byl odloZen do lednice, dokud se nepokracovalo. Poté
se zkumavky odstredily v centrifuze ROTOFIX 32A o otackach 4000r/m (rcf-4226).
Jednotlivé centrifugace trvaly pfiblizné 80 minut. Po prvnich 10 minutach bylo do
zkumavky pridano 3,5 ml MiliQ vody. Po dalSich 15 minutach se opét ptidalo 3,5 ml MiliQ
vody. Béhem odstfedovani se zkumavky nékolikrat kontrolovaly. Kdyz doslo k
odstfedéni veskeré odstreditelné tekutiny pod filtr, povaZovalo se odstfedéni za
ukoncené. Ve filtru tak zUstal zkoncentrovany vzorek obsahujici rozpustnou proteinovou

slozku o objemu 150 - 200pl.

Aby doslo k vyuZiti veSkerého materidlu, ktery z(stal ve filtru, doslo k opakovanym
odbérim vzorku. Nejdfive bylo odebrano 50 pl z tekutiny zachycené filtrem a poté byl
vzorek lyofilizovan. Po prvni lyofilizaci bylo do odpovidajici kapsle vidy ptidano dalsich
50ul z odpovidajici zkumavky s mikrofiltrem. Béhem lyofilizace doslo u nékterych vzorka
k vysunuti materidlu k hornimu okraji kapslicky (Obr.6) a bylo nutné je manudlné
zasunout hloubéji, nez doslo k pridani dalSiho tekutého vzorku a nasledné opétovné

lyofilizaci. Tento postup se opakoval celkem ttikrat.

Obr. 6: Kazeta obsahuijici vzorky IOM a SOM po prvni lyofilizaci. Na mistech E6 a E7 je vidét lyofilizovana

rozpustna organické slozka obsazena v otolitu.
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5.3.6 Méreni

Po posledni lyofilizaci byly kapsle se vzorky uzavieny a vytvofily se z nich drobné krychle.
Vzorky byly méreny v Centru vyzkumu stabilnich a radiogennich izotopt Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy na Albertové v hmotnostnim spektrometru Delta V Advantage
s pridruzenym Conflo IV. Uprava kapsi¢ky do drobné krychle se provadi, aby mohla
kapsle projit trubi¢ckou vedouci do hmotnostniho spektrometru a aby doslo k jeho
spaleni. Problematické bylo nastaveni spektrometru, jelikoZ neni zcela jasné, které z
proteinl se ve vzorku vyskytovaly a v jakém jsou poméru ve vzorcich (predevsim co se
tyCe poméru uhliku a dusiku). Nastaveni citlivosti detekce v programu zajistujicim

prabéh analyzy se z toho divodu muselo viceméné odhadnout.

Vzorky pfipravené ke spaleni a analyze se daji do sekvence s pfislusSnym blanky a
standardy. Do autosampleru se ddvaji nejdfive blanky, poté se tam daji odpovidajici
mezindrodni standardy. Sekvence posloupnosti s hmotnostmi byla vloZzena do
pocitaCového programu, ktery zajistuje chod pribéhu, nastaveni méreni a nastaveni
kalibrac¢nich kfivek pro dané méreni. Hmotnostni spektrometr poté provedl analyzu

vzork( vzhledem ke standard(im a pro procentualni zastoupeni prvkd C a N ve vzorku.

Jednim z hlavnich divodu, proc jsme se rozhodly pro postup zamérujici se na organickou
Cast obsaZenou v otolitech, byl fakt, Ze pro nase vzorky analyza bulk vzorku nepfinesla
zadné vysledky. Pfi prvnich pokusech jsem se rozhodly rozemlit zkuSebni vzorky a
pokusit se analyzovat vzorky bez Upravy. U téchto vzorkd bylo odvazeno nékolik kapsli o
hmotnostech od 2 do 20 mg. Z téchto zkuSebnich vzorkd byly nad detekci pro uhlik pouze
dva vzorky, které mély hmotnost vyssi nez 15 mg. Pfestoze otolitd bychom na takové
navazky mély dostatek, uhlik z takovych vzorkd by byl sloZzeny z celkového uhliku
(anorganického i metabolického), zatimco dusik v otolitu by byl Cisté organického
plvodu. Z toho vyplyva, Ze by vysledky uhliku mohly byt zatizeny chybou zplsobenou
obsahem pro nas nezajmové ¢asti otolitu. Zaroven by bylo obtizné srovnavat poméry
uhliku a dusiky, vzhledem k tomu, Ze by nebyly do otolitu inkorporovany stejnym

zplUsobem.

Po vyhodnoceni, Ze bude nejlepsi pouziti organické ¢asti otolitu (a provedeni vSech

Uprav vedoucich k extrakci proteinové slozky ulozené v krystalové mfizce otolitu) se
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evvs

slozky otolitu a dva obsahovaly rozpustné proteinové slozky otolitu. Tyto zamérné
vybrané vzorky se nechaly zanalyzovat prednostné pomoci hmotnostni spektrometrie.
Pro tento postup jsme se rozhodly hlavné kvili podezreni, Ze se bude muset dale
pracovat se vzorky, konkrétné Ze bude nutné vytvoreni souhrnnych vzork( pro ryby
tfileté a pro ryby starsi. Toto riziko nas na zacatku vedlo k rozhodnuti pouZit pravé i ryby
starsi nez trileté, prestoze nasi zajmovou skupinou byly hlavné ryby tfileté. Z tohoto
méreni jsme ziskaly velmi zajimavé vysledky. Pro rozpustné proteiny byly pouzitelné oba
vzorky. U nerozpustnych bylo zjisténo, Ze béhem analyzy je mnoZstvi vzorku irelevantni
(Obr.7). Paradoxné nam faktor pro detekci (amplituda méreni) vysel vyssi pro vzorek s
mensi navazkou. Pro méfitelnost dusiku ze vzorku je zasadni hodnota amplitudy, kde je
mozné ziskat vysledky pouze pokud je amplituda nad hodnotou 500. Z této tabulky tak
vyplyva, Ze vysledky pro dusik je mozné ziskat ze vzork( obsahujicich SOM, na rozdil od

vzorkd obsahujicich IOM, kde to mozné neni.

|na\.fa'ika uhlik dusik d13C d15N ampl 28

JM2014-B21 | 0044 ) = 2577 n.a. 192
JM2018-B11| 0086 =) - -25.69 n.a. 44
JM 2021-B1 1432 ) ) -25.70 13,0 1992
JM 2019-B1 1469 ) ) 2367 14,1 3190

Obr. 7: Tabulka vysledkl zkusebni analyzy pro zjisténi zméritelnost izotopd dusiku a uhliku ve vzorcich
obsahujicich SOM a IOM a pro nastaveni hmotnostniho spektrometru pro dalSi méFeni. Polozky

s pozitivnim emotikonem jsou méfitelné, polozky s negativnim byly pod hranici detekce.

Dalsim postupem tedy bylo dat dohromady veskeré vzorky obsahujici IOM. Doslo tedy
k vytvoreni vzork( obsahujicich vzorky 3leti i starsi 4 let, v€etné vsech opakovani, na
rozdil od SOM, kde byly k dispozici vysledky z obou kategorii. Pfesto nebylo ani u jednoho
ze vzorkd obsahujicich nerozpustnou slozku proteinl mozné zmeéfrit izotopy dusiku.
Z toho dlvodu byly pro dalsi praci zavrhnuty vSechny hodnoty ziskané analyzou IOM
vzorkl, které obsahovaly vysledky pouze pro uhlik. Vysledky, které vtéto praci

prezentujeme, jsou tedy pouze vysledky z rozpustné frakce proteinové ¢asti otolita.
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Vétsina vysledkl byla zpracovana v excelu pomoci analyzy dat. Pro vyvoj trendu byla
pouzita regrese a spojnice trendl, pro potvrzeni vzajemnych vztahl byla pouzZita
Pearsonova korelace a pro vyhodnoceni rozdilli mezi jednotlivymi kategoriemi, tedy
mezi 3letymi okouny a vékovou kategorii zahrnujici okouny starsi 4 let ze stejnych let,
byly pouzity t-tesy. Primarné jsme chtély zjistit, zda béhem let bude pozorovatelna
zména v izotopovém signalu, popfipadé zda bude viditelny trend vyvoje. Také nas
zajimaly vztahy mezi jednotlivymi ziskanymi hodnotami. DalSim objektem zajmu bylo
zjisténi, v jakém poméru je ve vzorcich obsazen dusik a uhlik po Upravach vedoucich

k izolaci proteinové ¢asti otolitd.

Béhem pripravovani vzork( se jednotlivé vzorky popisovaly podle kategorie ke které
patfily a podle poctu opakovani, pokud bylo mozné provést opakovani. Velké pismeno
A v grafech a tabulkach u jednotlivych let znadi, ze se jedna o 3leté okouny, a cislo 1,
nebo 2 znaci opakovani z danych let. Velké pismeno B v grafech u jednotlivych let znaci,
Ze se jedna o 3leté okouny, a ¢isleo 1, nebo 2 znadi opakovani z danych let. Diky tomu,
Ze v nékterych letech byl dostatek otolitll pro provedeni opakovani, se v téchto letech

opakovani provedla.
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6 Vysledky

6.1 Trileti okouni

V tabulce 3 jsou vysledky pro tfileté okouny z 11 let. Konkrétné od roku 2004 do roku
2021 (vcetné), které na sebe navazuji. Kromé chybéjicich let 2005,2006,2007, 2008. Je

patrné, Ze ve vzorku je vice zastoupen C nez N. Z tabulky je patrné, Zze ve vSech letech je

vvvvv

vvvvv

Sample %C %N 6 13C 5 °N
2004 A 26,6 % 5,16 % -23,32 13,85
2009 A 19,1 % 3,53 % -24,54 11,42
2010 A 19,5% 3,88 % -24,23 10,09
2011 A 13,7 % 2,63 % -25,08 10,22
2012 A1 15,8 % 3,34 % -25,07 10,94
2012 A2 14,3 % 3,03 % -24,89 10,76
2013 Al 31,3% 6,67 % -24,08 11,87
2013 A2 21,3 % 3,93 % -24,72 11,65
2014 A1 16,1 % 3,06 % -24,77 12,33
2014 A2 14,8 % 2,70 % -24,97 12,52
2015 A 18,3 % 3,53 % -24,43 13,11
2016 Al 19,6 % 3,99 % -23,41 13,81
2016 A2 26,0 % 5,41 % -23,07 13,71
2017 A 16,8 % 2,72 % -24,54 12,90
2018 A1 13,4 % 2,38 % -23,83 13,96
2018 A2 12,8 % 2,21 % -24,02 13,45
2019 A1 15,9 % 2,92 % -23,79 13,96
2019 A2 13,5% 2,11 % -24,52 13,57
2020 A 31,3% 6,13 % -23,81 13,83
2021 A1 10,1 % 1,56 % -25,98 12,05
2021 A2 12,3 % 1,93 % -26,04 11,93

Tab.3: Obsahuje hodnoty vypocitané programem pro zpracovavani vysledkd z hmotnostniho
spektrometru. V prvnich dvou sloupcich je pomér obsahu uhliku i dusiku z danych vzorkd. 3. sloupecdek
predstavuje hodnoty 6 13C ze SOM frakce souhrnného vzorku. 4.sloupeéek pfedstavuje hodnoty & *°N ze

SOM frakce souhrnného vzorku. Pismeno A znadi, Ze se jedna o tfiletého okouna a Cislice znaci, pocet

opakovani.

28



V grafu 1 je pozorovatelna korelace mezi velikosti ryb a vdhami otolitld v danych letech
a v danych odlovech (R?=0,9673). D3 se tedy bezpelné prohlasit, Ze vetsi ryby maji tézsi
otolity u druhu okoun fi¢ni. Tomu také nasvédcuji grafy 2 a 3, u kterych je u obou

ztetelny klesajici trend.

3 lety okoun
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Graf 1: Vztah mezi velikosti ryb a vahou otolitd u tfiletych okound. Pouzité vysledky z let, které byly
k dispozici. Hodnoty vah byly ziskany vytvorenim priiméru pro kazdy rok a data o velikostech byla

ziskana z odlovné tabulky.
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Graf 2: Primérné vahy otolitl tfiletych okoun( Graf 3: Primérné velikosti tFiletych okound
v jednotlivych letech odlov(. v jednotlivych letech odlov(.

Zmensujici se vaha otolitl tfiletych ryb z danych let nasleduje zmenSsujici se velikost
tfiletych ryb z danych let. Velikosti ryb jsou vmm a jsou méfeny pro SL (standard

lenght=délka ryby mérena od tlamy po zacatek ocasni ploutve).
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5 13C se béhem let také vyviji, jeji vyvoj je patrny z grafu 4. V letech prvnich odlov( byly
otolity vice obohaceny tézsim izotopem uhliku nez v recentnich letech, kde je ochuzeni
o 13C vyraznéjsi. Hodnoty kolisaji béhem let velmi nepravidelné a jsou v rozmezi 23,07

az 26,04%o.
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Graf 4: Vyvoj hodnot 6 3C b&hem let z otolitli odebranych 3 letym okoun(m z jednotlivych let. Pismeno

A znadi, Ze se jedna o ttiletého okouna a Cislice znaci, Ze bylo provedeno opakovani.
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Graf 5: Vyvoj hodnot 6 °N b&hem let z otolitd odebranych 3 letym okoun@im. Pismeno A znaéi, Ze se

jedna o 3letého okouna a Cislice znaci, Zze bylo provedeno opakovani.
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Zastoupeni prvkl v % souhrnnych vzorcich 3 letych

okount
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Graf 6: Procentualni zastoupeni C a N v souhrnnych vzorcich od tfiletych okount v danych letech.

Pismeno A znaci, Ze se jednd o 3letého okouna a Cislice znaci, Zze bylo provedeno opakovani.

8 >N také bé&hem let prochdzi vyvojem, jak je patrné z grafu 5. Na rozdil od uhliku
dochazi k obohacovani tézsim izotopem podle trendu. Presto je vzorek z roku 2004
vyraznéji obohacen o >N neZ néasledujici roky. Poté dochdzi k postupnému ndrustu
v obsahu N a ndaslednému poklesu u roku 2021. Rozmezi hodnot je od 10,09 do

13,96 %o.

Trend vyvoje je vyraznéjsi v grafu 5, stejné tak navaznost jednotlivych hodnot z po sobé

jdoucich let, je u grafu 5 patrnéjsi nez u grafu 4.

Ve vzorcich, konkrétné v SOM frakci proteinové ¢asti otolitu, je vice obsazen uhlik, nez
dusik, jak je patrné z grafu 6. Podle trendU vyvoje vSak dochazi ke sniZzovani obsahu obou
prvkd ve vzorcich, coz koresponduje s obecnym zmensovanim triletych ryb, a jejich

otolitl, béhem let odlovl. Mezi dusikem a uhlikem je silna korelace (R?=0,9856).
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6.2 Okouni starsi 4 let

Z tabulky 4 je patrné, Ze obsah uhliku ve vzorcich opét prevysuje obsah dusiku. Hodnoty

& °N ukazuji, Ze jsou vzorky obohaceny o té7si izotop '°N. Hodnoty & 13C ukazuji, Ze

vvvvv

Sample %C %N 6 13C 6 °N
2004 B 16,6 % 3,00 % -23,74 13,6
2009 B 20,0 % 3,63% -24,61 11,4
20108B 15,8 % 2,82 % -25,30 10,8
2011 B1 14,6 % 3,14 % -23,90 11,1
2011 B2 12,9 % 2,48 % -24,82 10,5
2012 B1 12,9 % 2,49 % -24,96 11,8
2012 B2 19,8 % 3,78 % -24,56 12,4
2013 B1 16,8 % 3,24 % -24,56 12,4
2013 B2 16,5 % 2,98 % -24,75 12,3
2014 B1 18,5 % 3,81 % -24,35 13,3
2014 B2 19,1 % 3,92 % -24,39 13,3
20158B 17,1 % 3,27 % -25,21 13,1
2016 B1 17,2 % 2,89 % -24,84 13,0
2016 B2 19,0 % 3,83 % -23,87 13,7
2017 B1 20,7 % 4,16 % -23,74 13,9
2017 B2 17,8 % 3,03% -24,47 13,4
2018 B1 15,3 % 2,71 % -24,53 13,6
2018 B2 12,3 % 2,02 % -24,66 13,4
2019 B 22,2 % 3,94 % -24,22 14,0
2020 B 28,2 % 5,29 % -24,12 13,6
2021 B2 15,3 % 1,89 % -26,11 13,0

Tab. 4: Obsahuje hodnoty vypocitané programem pro zpracovavani vysledk( z hmotnostniho
spektrometru. V prvnich dvou sloupcich je pomér obsahu uhliku i dusiku z danych vzorkd. 3. sloupecek
ptedstavuje hodnoty 6 13C ze SOM frakce souhrnného vzorku. 4.sloupelek pfedstavuje hodnoty & *°N ze
SOM frakce souhrnného vzorku. Pismeno B znaci, Ze se jednd o okouny starsi 4 let a Cislice znadi, Ze bylo

provedeno opakovani.
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Zména hodnoty & °N
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Graf 7: Hodnoty 8N ze souhrnnych vzorkd otolitd odebranym rybdm starsim 4 let béhem odlovd
v danych letech. Pismeno B znadi, Ze se jedna o 3letého okouna a &islice znadi, Ze bylo provedeno

opakovani.
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Graf 8: Hodnoty 8'3C ze souhrnnych vzorkd otolith odebranych rybam starsich 4 let b&hem odlovi
v danych letech. Pismeno B znaci, Ze se jedna o 3letého okouna a Cislice znaci, Ze bylo provedeno

opakovani.
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V grafu 7 je pozorovatelny trend vyvoje hodnot & °N, ktery ukazuje, Ze béhem let
jevi jako klesajici. Od 2011 hodnoty pozvolna stoupaji. Podobné jako u grafd pro
vékovou kategorii 3 je u grafu s hodnotami dusiku (graf 7) vyrazné pozorovatelna
navaznost hodnot z po sobé jdoucich let na rozdil od grafu s hodnotami pro uhlik (graf

8). Z grafu 8 je pozorovatelné ochuzovani o 3C béhem let.

zastoupeni prvkd v % v souhrnych vzorcich okoun(
satrSich 4 let
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Graf 9: Procentualni zastoupeni uhliku a dusiku z otolit souhrnnych vzork( vylovenych okound v danych
letech. Otolity pochdzeji z ryb od 4 let véku. Pismeno B znaci, Ze se jedna o 3letého okouna a Cislice

znadi, Zze bylo provedeno opakovani.

V grafu 9 je pozorovatelny trend narlstu obsahu obou prvkUl. Z grafu je pozorovatelné,
Ze obsah uhliku a dusiku jsou spolu spjaty. To je pozorovatelné i u vysledkl poméru
procentudlniho zastoupeni C a N v grafu 6 obsahujiciho hodnoty pro tfileté okouny.

Korela¢ni faktor mezi uhlikem a dusikem je 0,9860.
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6.3 Porovnani vysledku 3letych okoun( a okoun( starsich 4 let

procentudlni zastoupeni C a N v obou kategoriich
35,0%

30,0%

25,0%

20,0% T
15,0% AL

10,0%

5,0% E

0,0%

1

%C3 M %C4+ M %N3 M %N 4+

Graf 10: Obsah uhliku a dusiku v souhrnnych vzorcich v danych letech pro vysledky otolitl odebranych
ve tfech letech a pro otolity odebrané okounlm 4letym a starSim. 4+ znadi ryby z kategorie 4leté a

starsi.
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Graf 11: Rozdil mezi §*3C u okound tfiletych a u okound star3ich 4 let. 4+ znaé&i ryby z kategorie 4leté a

starsi.
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zastoupeni & 1°N v obou kategoriich
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Graf 12: Rozdil mezi §*°N u okound t¥iletych a u okound starich 4 let. . 4+ znadi ryby z kategorie 4leté a

starsi.

Po provedeni t-testu pro vSechny hodnoty ze dvou kategorii, nevysla ani u jednoho
porovndni hodnota p méné nez 0,05 a z toho je patrné, Ze mezi kategoriemi pro tfileté
okouny a pro okouny starsi 4 let neni zasadni rozdil. Z toho vyplyva, Ze je moZzné pouzit

vSechny hodnoty z obou kategorii dohromady.
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Graf 13: Vysledky izotopové analyzy pro vsechny otolity ryb odlovenych béhem danych let.
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Graf 14: Vysledky izotopové analyzy pro vSechny otolity ryb odlovenych béhem danych let.

V grafech 13 a 14 jsou vysledky pro vSechny namérfené hodnoty a vSechny odlovené
okouny, jimZ byly odebrany otolity. Ztéchto celkovych grafli jsou markantnéji

pozorovatelné trendy vyvoje. Graf 13 predstavuje vysledky pro dusik, kde je vidét

vvvs

vvvvv

vvvvv

neni tak markantni jako u dusiku. Je patrné Ze v roce 2004 je vzorek vice obohacen o
t&78i 13C a mezi lety 2005 a 2010 doslo k ochuzeni vzorku a od roku 2011 do roku 2016
se hodnoty udrZovaly v rozmezi -23,9 do -25,3 %o. Od roku 2016 bylo vice vzork( opét
obohaceno o *3C. Velké odchyleni ukazuji dvé hodnoty z roku 2021, které jsou obé okolo

-26%o, tedy vyrazné ochuzeny oproti ostatnim vzorkim.
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7 Diskuse

Vysledky ziskané béhem zpracovani této prace mély zdsadni informace o moznostech
vyuZiti otolitd sladkovodnich ryb pro ekologické studie. Konkrétné o moZnostech
tykajicich se vyuziti proteinové casti otolitu, predevsim dusiku. Jedinou nevyhodou
otolitll oproti nékterym jinym tkanim, jako jsou naptiklad Supiny, nebo ploutevni

ustrizky, z(stdva nutnost usmrceni ryby k jejich odebrani (Vasek, 2017).

e

Je faktem, ze vétSina sladkovodnich ryb ma malé otolity na rozdil od ryb Zijicich v mofich
a ocednech. Tudiz prace s nimi je komplikovanéjsi, a nékteré Upravy neni tak jednoduché
provadét. Nebo by to pravdépodobné mozné mohlo byt, pokud bude k dispozici spravné
vybaveni. Separace jednotlivych anull by poskytla mnohem presnéjsi informace zmén

prostfedi béhem Zivota ryby (Sarakinis, 2022).

Nase souhrnné vzorky, prestoZe rozdélené do dvou vékovych kategorii, mohou mit
vysledky zatizené drobnymi nepfesnostmi. DalSim problémem béhem poufZiti otolitl
okouna fi¢niho je jejich pomérné maly rozmér a vaha. Pfi pouziti ndmi vybraného
postupu byla potfeba navazka 100 mg, a na tuto navazku bylo pouzito nékolik otolitd.
Pti snaze separovat jednotlivé anuly by bylo potfeba mit mnohondsobné vice otolitU.
Porad by ale mohlo dochdazet k drobné odchylce, jelikoz by se opét muselo pracovat se
souhrnnymi vzorky. Na rozdil od zahraniénich praci, kde se pouzivaji vétSinou otolity od
jednoho jedince a mnohdy i pouze jeden otolit (Vandermyde & Whitledge, 2008; Eldson
2010; Rowell, 2010; Grgnkjaer,2013). Vyhodou tohoto postupu je, Ze je dostatek
materidlu pro poutziti a vysledky jsou Iépe reprezentovatelné, diky vétsi pfesnosti méreni

(Sirot, 2017).

Ovsem velikost a vaha otolitu nekoresponduje vzdy s velikosti ryby. To je zplsobeno
pravdépodobné faktem, Ze interakce mezi membranou otolitu a epitelem otolitického
orgdnu (otolit-senzoricky epitel) jsou ¢asto druhoveé specifické. Ryby, které jsou dobrymi
plavci a pohybuji se ve vodach velmi obratné a rychle, s ¢astymi zménami sméru, maji
v porovnani ke své velikosti malé otolity. To je pravdépodobné zplsobeno tim, Ze
k rychlym pohybim je potfeba, aby otoliticky orgdn nebyl tak citlivy ke kazdé reakci
otolitu na plavani. Tato citlivost by u rychlych zmén mohla byt nevyhodou (Popper,

2005). Vztah mezi plavdanim a otolitem by mohl byt pravdépodobné podobny i u
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sladkovodnich ryb. Dalo by se z toho usuzovat, Ze ¢im agilnéjSim plavcem ryba je, tim
mensi mGzZe mit otolity v poméru k télu. OvSsem faktem zlstava, Ze otolit jedince a jeho
velikost je zavisld na velikosti vnitfniho ucha jedince, a ta je zavisld na rlstu jedince
(Campana, 2004; Khan, 2022; Sirot, 2017). Ani nase vysledky se nelisi od tohoto

poznatku.

Zajimavy trend ukazal graf 3, ze kterého je patrné, Ze dochazi ke zmensovani velikosti
(SL [mm]) okount od roku 2004 k soucasnosti. Tento trend m(zZe byt spojen s nékterymi
vnitfné populacnimi vztahy, jako tfeba kompetice, nebo kanibalismus. Ovsem bez
vétsiho mnozstvi doplriujicich informaci o dynamice populace okouni ve vodni nadrzi,
nemulzeme s jistotou vyhodnotit, co tento trend zplsobuje. Béhem zpracovani vzorku
jsme mély k dispozici vahy otolitd a velikost ryb ze dvou kategorii. Druhd kategorie
obsahovala ryby starsi 4 let. Tato data vSak nebyla v praci pouZita hlavné z dlivodu, Ze
se pracovalo s praméry, a v této kategorii nebyly pouze ryby 4leté, ale ryby od 4 do 10
let. Vysledky by tedy nebyly interpretovatelné. Podobny problém se objevuje i u poméru
C a N v této kategorii. OvSem mUZe to pravdépodobné souviset s tim, Ze v této kategorii

byly vahy otolitl vétsi.

Vyuziti otolitl pro rekonstrukce potravnich siti je naprosto validni (Eldson, 2010; Rowell,
2010; Grgnkjeer,2013; Sirot, 2017,). Ma oproti vyuziti svalli, a jinych tkani, i mnohé
vyhody, které byly zminény v kapitole otolity. NejzdsadnéjSim rozdilem a vyhodou je
jejich kontinualni pfirGstani (Popper, 2005), fakt Ze se jedna o ¢ast téla, kterd nepodléha
resorpci (Murayama, 2002), a maly rozdil izotopového signdlu mezi otolitem a jinymi
tkanémi (Rowell, 2010). | kdyZ se mezi autory liSi hodnoty této vnitini frakcionace, rozdil
je maly. Presto je potvrzeny v nékolika pracich (Eldson, 2010; Sirot, 2017). Je
pravdépodobné druhové specificky a méni se i v zavislosti na pfijimané stravé, vétSinou
vsak nepresahne 1%.. Rlzna vnitrni frakcionace dusiku béhem tvorby nové biomasy
jedince a dor(istanim otolitu z protein v endolymfé neni zcela pochopena (Grgnkjzer,
2013; Rowell, 2010; Vander Zanden, 1997). Zajimavé je, Ze otolit je oproti svalové tkani
ochuzeny o N. V pracich pouZivajicich svalovinu i otolity vychéazela SIA otolitd mezi
hodnotami svaloviny a potravy (Grgnkjzer,2013; Vandermyde & Whitledge, 2008; Sirot,
2017). Tim padem béhem pouziti otolith pro analyzy trofickych siti a vypoctu trofickych

pozic neni zcela vhodné pouzivat zazitych 3,4 %o (Fry, 2006) jako hodnotu trofické
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frakcionace, ale mélo by se pocitat s nizsSimi hodnotami. Ty, jak bylo zminéno vyse, jsou
vSak druhové a potravné specifické, takze nejde o jednoduse stanovitelnou hodnotu,
pokud neni k dispozici svalovd hmota k porovnani. V laboratornich experimentech (jako
jsou prace zminéné vyse) pomérné Casto dochazi k ziskani rozdilnych hodnot od hodnot

ziskanych pfi prdci sdivoce zZijicimi rybami. Vysledky tak nejsou jednoduse

diskutovatelné (Eldson ,2010; Zanden & Rasmussen, 2001).

V nasi praci jsme nemély k dispozici doplfujici vzorky pro vyhodnoceni trofické pozice a
trofického posunu okouna. Presto je z nasich vysledkl patrné, Ze dochazi ke zménam a
vyvoji v izotopovém signalu otolitl. Za predpokladu, Ze ndmi ziskany izotopovy signal
souvisi s trofickou frakcionaci otolitu vici potravé okound, je z vysledkl zcela zretelné,
ze kvyvoji dochazi. Nase vysledky ukazuji, Ze od roku 2004 do roku 2011 dochazi
k ochuzeni otolitd o >N a hodnota poklesla z 13,6%0 na 10,1%e.. Poté od roku 2011 do
a do roku 2019 byly hodnoty podobné. Poté ale opét dochazi k ochuzeni a v roce 2021
klesd hodnota 6%°N na 11,9%o. Nase vysledky oviem ukazuji fluktuace béhem let od 10,1
do 14 %o, coz by mohlo indikovat zmény v potravnich vztazich, jelikoz by se do tohoto
rozdilu veSel posun minimalné o jednu trofickou pozici. Hodnoty dusiku navic tvori
pozorovatelny vyvoj a z toho usuzujeme, Zze zmény v hodnotdch dusiku maji ndvaznost

a reaguji na stejny podnét.

Vezmeme-li v potaz hodnoty realné trofické frakcionace ziskané nékolika autory béhem
experiment(l v laboratornich podminkach a mensi stupen frakcionace béhem pfirtstani
otolitl, nez béhem prirdstani svalové hmoty, jsou nase vysledky reprezentativnim
ukazatelem zmény v Zivoté okoun( fZijicich ve vodni nadrzi Rimov. Tato hodnota
frakcionace je v pripadé karnivornich ryb mezi 2,5 az 3,5%o, samoziejmé zalezi na dané
potravé. Ku prikladu Eldson (2010) ve své praci popsal rozdil mezi otolitem a potravou,
v pfipadé, Ze se jednalo o potravu Zivoc¢isného puUvodu, okolo 2,7%.. Rowell (2010)
popsal vysledky obohaceni okolo 2.5%o0 v pfipadé Zivocisné potravy. Obé tyto publikace
vodach vykazuji vyssi trofickou frakcionaci mezi potravou a svalovinou, to by znamenalo,
ze i frakcionace otolitd maze byt mirné vyssi, nez bylo popsano v téchto pracich (Zanden

& Rasmussen, 2001). Na rozdil od publikace z roku 2021 napsané Vaskem et al., ve které
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byla pouzita SIA ke stanoveni uhliku a dusiku z archivnich Supin (Supiny byly odebrany
rybam Zijicim ve vodni nadrZi Rimov) a jejiz autofi nenasli 74dné zasadni korelace mezi
8'°N a environmentélnimi podminkami. Zvysené hodnoty 8§°N ve tkanich ryb mize také
souviset s ¢innosti v okoli povodi. V pfipadé, Ze je v povodi vyznamna zemédélska
¢innost, dochazi k obohaceni toku o dusik ze zemédélstvi. To se poté muze projevit timto
vy$sim 61°N (Lake, 2002). Tento predpoklad neni zcela potvrzeny, i kdyZ souvislost mezi

izotopovym signalem 6°N otolitl a mnoZstvim zemédélské pldy v okoli toku, ze kterého

ryby pochazely, je signifikantni (Vandermyde, 2008).

Béhem zpracovani nasich dat jsme nasly pomérné vyznamnou korelaci mezi chlorofylem
a 8N (R? = 0,6398). Doplfujici data ndm byla poskytnuta RNDr. Znachorem, Ph.D.z
biologického centra AVCR. Tato doplfujici data zahrnovala i daldi informace o
environmentélnich podminkdch a ukézala dalsi vyznamné korelace 6N s dal$imi
environmentdlnimi faktory. SLlangovym srazkovym modelem (R?>= -0,742), a

s primérnou teplotou (R?>= 0,6631). Nejzajimavéjsi je ovSsem spojitost mezi 6°N a

chlorofylem.
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Graf 15: Zmény 8N otolitl odebranych viem rybdm b&hem danych let a zmény v obsahu chlorofylu

béhem danych let. Vyvoj 6*°N mirné nasleduje vyvoj chlorofylu.

Pfes nalezenou korelaci a vizudlni podobnosti mezi hodnotami pro chlorofyl a 6*°N
zgrafu 16, neni zcela jednoduse vyhodnotitelné, jak hodnoty chlorofylu (a tedy

abundance fytoplanktonu) souvisi s izotopovym signalem dusiku v otolitu. Ovsem bylo
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by zajimavé mit k dispozici dalsi doplfujici data, kterd by mohla objasnit tento vztah.
Naptiklad provést SIA fytoplanktonu, zooplanktonu a dalSich Urovni potravniho retézce,
coz by mohlo ukazat zajimavé informace o potravnich vztazich ve vodnich nadrzich.
Mozné by poté bylo i bezpecnéji urcit, zda jsou tyto zmény spojeny s narustajicim
pfisunem alochtonni organické hmoty do tokud a nasledné do vodnich nadrzi (Wilkinson,
2013). Vodni nadrze jsou mistem, ve kterém se koncentruji Ziviny a latky pfitékajici do
nich z celého povodi jejich zdroje. Dalsi vyhodou by bylo mozné pochopeni trofické
frakcionace v prostredi sladkych vod za poutziti otolitl jako média, jelikoz vétsSina

dostupnych publikaci pracuje s rybami Zijicimi ve slaném prostredi.

To ovSem plati pouze pro dusik. V pfipadé méreni uhliku jsou vysledky méné
predvidatelné. Kdyz se zkouma uhlik pomoci SIA ve vodnim prostredi, jsou uréité
neshody mezi autory, ohledné toho, zda je moiné pouziti SIA uhliku pro analyzy
potravnich siti, ¢i ne. PfestozZe se ¢asto piSe o tom, Ze béhem pfijmu potravy nedochazi
k velké frakcionaci uhliku (Santrdi¢ek, 2014), jsou laboratorni experimenty potvrzujici
presny opak (Grgnkjeer, 2013; Sirot 2017). Ve vodnim prostfedi jsou primarnimi
producenty fotosyntetizujici organismy. Pravé fotosyntéza je jednim z procesu, béhem
kterého dochdazi k nejvétsi diskriminaci, a to predevsim u terestrickych rostlin.
podminek -30 aZz -25%.. Tomu by méla odpovidat i kazda dalsi troficka pozice za
predpokladu, Ze troficka frakcionace je pfriblizné nulovd (Post, 2002; Fry, 2006;
Santracek, 2014).

Nékteré prace zamérujici se na stabilni izotopy v potravnich sitich prezentuji jiné
vysledky (Eldson, 2010; Sweeting, 2007). VétSina téchto publikaci zamérujicich se na
stanoveni hodnoty frakcionace mezi potravou a otolitem ziskaly variabilni vysledky.
2017). Opét autofi téchto publikaci nasli podobny vztah mezi §'3C potravou a §'3C

otolitd.

vvvvv

mnohem vyznamnéjsi neZ u stravy tvorené prevdiné organismy (stravy bohaté na
Zivocisné bilkoviny). OvSem u dusiku byla frakcionace pro vsechny typy potravy
v rozmezi cca 4%o, kdezto u uhliku jsou rozmezi hodnot frakcionace pro dané typy
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potravy az 7%o (Sirot, 2017). S tim UpIné nekoresponduji nase vysledky. Nase otolity ve
svém signalu 63C mély od maximalni naméfené hodnoty po minimalni naméfenou
hodnotu okolo 3%.. To mlZe ale souviset i s tim, Ze u ryb mofskych probiha frakcionace
jinym zplsobem neZz u ryb sladkovodnich. Dalsim velkym rozdilem opét je, Ze tyto
vysledky byly ziskdny pomoci laboratornich experimentd a jejich ziskané vysledky jsou
také rozdilné od vysledk(l z pfirodnich podminek (Zanden & Rasmussen, 2001). Nejvice
souvisld ndvaznost hodnot na sebe je pro nami ziskané vysledky 63C v grafu 4, ktery
od roku 2004 do roku 2014 s mirnym obohacenim v roce 2013 hodnoty klesaly od — 23,3
do -25,07%o.. Poté doslo opét k ndrustu do roku 2016, kdy byly otolity nejvice obohaceny
26,04%.. Se zdrojem uhliku ve vodni nadrZi muaZe souviset hodnotoa §'3C fytoplanktonu.
Kdy? je zdroj autochtonni je fytoplankton o 3C ochuzen. Kdyz dojde k rapidnimu zvyseni
pFisunu Zivin fytoplankton pfestane diskriminovat 13C a je o né&j obohacen (O'reilly,
2002). Pokud bychom tedy vzaly nase vysledky a predpokladaly, Ze baze potravni sité je
pravé fytoplankton, mohly bychom se pokusit predstavit si vykyvy hodnot jako reakce
na prisun Zivin. Nemame ovsem dostatek dat pro vyvozeni zavér(, a Slo by o velmi

nepfrimé dokazovani, takZze jsme souvislost zavrhly.

Nami ziskané vysledky nekoresponduji s vysledky ziskané Vaskem et. al (2021). Jeho
vysledky 8'3C korelovaly s environmentalnimi faktory, naptiklad s chlorofylem. Tato
rozdilnost mezi vysledky muize byt pravdépodobné dana rozdilem mezi Supinami a
otolity, nebo moznd tim, Ze pouzili z kazdé archivni Supiny pouze posledni anulus,
zatimco nase vzorky obsahovaly informace o nékolika rocich. Nejpravdépodobnéjsim
dlvodem by mohlo byt pouziti jinych druhd ryb. Konkrétné ryb, které nejsou primarné

dravé, ale planktivorni.

Pfestoze takovy pokles vroce 2021 byl i u hodnot namérenych pro dusik, nebyla
objevena 7a4dnd vyznamna korelace mezi hodnotami &3C a 8N (R?= 0,4773). Ani

korelace mezi 63C a doplriujicimi daty informujicimi o environmentalnich faktorech.

Nase predpoklady o vyvoji a mozném pozorovatelném trendu vyvoje u 63C i 6°N
z archivnich otolitd se potvrdily. PfestoZze hodnoty ziskané pro uhlik neposkytly pfilis
mnoho objasiujicich informaci o potravnich vztazich okound a ani o vlivu
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environmentalnich faktor(, je z nasich vysledkd pozorovatelny trend ochuzovani otolitd
pro zméfeni 8°N a 63C zaroven. To se po spravném upraveni vzorkd také podafilo.
| kdyZ v praci, ze které jsme Cerpaly, pfi Upravé vzorku oddélovaly SOM a IOM jim se
podatilo ziskat vysledky pro obé frakce (Grgnkjaer, 2013). Zatimco ndm se podatilo ziskat
vysledky pouze pro SOM. OvSem po porovnani s dalsi publikaci pouZivajici ten samy
postup bylo zjisténo, Ze ve své praci publikovali autoti pouze vysledky SOM (Sirot, 2017).
Je tedy moziné, Ze se jim nepodafilo ziskat vysledky pro IOM, stejné jako ndm. Otdzkou
zUstava, zda je to dané specifickymi druhovymi rozdily v obsahu protein( v otolitu, nebo

néjaké chybé v provedeni postupu.

Poslednim na$im pfedpokladem bylo, Ze k recentnim rokdm bude 6°N narlstat. Tedy
bude dochdazet k obohacovani otolitd o tézsi °N. Pfedpoklad se také ukazal jako
pravdivy. Toto tézknuti izotopového signdlu nemlzeme sice konkrétné spojit s Zadnou
dalsi ndmi ziskanou hodnotou, ale domnivame se, Ze to m{iZe souviset s nardstajicim
pfitokem alochtonni organické hmoty do vodni nadrze. S naristem organické hmoty se
narusi potravni sit. Misto plvodni baze, kterd je pravdépodobné fytoplanktonni se diky
tomu, Ze dojde k obohaceni potravnich zdrojl alochtonnimi organickymi latkami, zvysi
pfisun potravy pro mikrobidlni spolecenstva. Tim dojde k posunu baze potravni sité
z fytoplanktonnich organismd na mikroorganismy, ktefi jsou poté potravou pro prvoky
a ti nasledné pro virniky. Tyto drobné organismy jsou poté potravou pro zooplanktonni
organismy. Tim dojde k navySeni trofickych ¢lenl a zvysi se pocet konzumentd
v takovém potravnim vztahu. Pravé zvyseny pocet konzument(l by se projevil jako vyssi
hodnota 8'°N. Takovy posun by mohly indikovat nase vysledky (Vasek, 2021; Wilkinson,
2013).
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8 Zavér

Nami ziskané vysledky maji prevaziné charakter vysledkd z metodické prace. Je to
predevsim z toho dlvodu, Ze s otolity do této doby nikdo v ¢eské republice nepracoval,
a nebylo jisté, zda bude viibec mozné aplikovat poznatky ze zahranic¢nich studii na otolity
Cisté sladkovodnich ryb. Pfedevsim tak malych ryb jako jsou okouni. Druhym divodem
byl fakt, Ze jsme nemohly provést analyzu potravni sité, jelikoz jsme nemély k dispozici
zadnou bazi potravni sité pro odecet trofické pozice z danych let. Pro budouci provedeni

by bylo zasadni, aby v archivu byly i vzorky odpovidajici potravé modelové ryby.

Zasadnim zjisténim této prace je, Ze izotopova analyza dusiku z otolitll je mozZna.
Zaroven pfiprava vzorkd pro tento typ analyzy neni nijak narocna a nevyzaduje zadné
specialni vybaveni laboratofe. To znamena, Ze jeji replikovatelnost je pomérné
jednoduchd. Ovsem naSe vysledky byly ziskany pouze ze SOM na rozdil od prace
Grgnkjeer z roku 2013, kterd byla poZzita jako vzor pro provedeni Upravy vzork(, ve které
ziskaly vysledky i pro IOM. Faktem je, Ze v jejich praci byly pouzity k vyzkumu tresky
obecné, které mohou narustat az do velikosti okolo dvou metr(i. Zaroven byla jejich
prace experimentalni praci a chov ryb probihal v kontrolovanych podminkach. Pokud by
se nase vysledky porovnaly s potravou a provedl se na nich vypocet pro uréeni trofické
pozice, bylo by mozné uréit, zda dochazi v potravnich sitich ve vodni nadrzi Rimov béhem
danych let ke zméné, nebo zlstava stejnou. Nebo by se daly pouZit na jinou studii

zahrnujici potravni vztahy, nebo jen zamérujici se na dusik a uhlik.

Diky upravé vzork( zplisobem, ktery jsme pouzily, tedy izolaci organické casti otolitd,
bylo mozné zméreni vzork( zaroven pro uhlik i pro dusik. Pokud by se tato uprava
neudélala, uhliku by bylo ve vzorku v takovém mnoiZstvi, Ze by se hmotnostni
spektrometr nedal nastavit takovym zpUlsobem, aby bylo moZné zmérit hodnoty pro oba
prvky zaroven. Dusik by byl vidy pod detekci. Diky této Upravé bylo moziné ziskat
informace o izotopovém signdlu pro oba prvky. Zarovern nam analyza nékolika let
poskytla fadu dat tvofici pribéh vykyvi hodnot & z nichz bylo mozné ziskat trend vyvoje

pro oba prvky.

Pri pivodnim rozmysleni se nad praci bylo nasim cilem pouZit okouny pouze tfileté,

s tim, Ze jsme doufaly, Ze se ndm podafi najit nékoho, kdo by byl schopen ndm pomoci
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s oddélenim jednotlivych anull od sebe. Ale otolity byly pfilis malé. Tudiz prace s nimi
nebyla tak jednoducha. Z toho dlivodu jsme pracovaly s rozdélenymi kategoriemi. Pfi
porovnani kategorii jsme také dosly k zavéru, Ze kategorie se od sebe zdsadné nelisi. Tim
byl vyvracen nas predpoklad, Ze mezi vékovymi kategoriemi bude zadsadni rozdil. | kdyz
je tento vysledek logicky, protoze ryby Zily ve stejném prostiedi béhem stejnych let.

Ovsem ostatni nase predpoklady se potvrdily.

Otolity podle vétsiny zahrani¢nich autoru skryvaji velky potencidl. PfestoZze se zkoumaji
jiz od padesatych let dvacatého stoleti. Jejich vyuziti v ekologickych studiich je zatim
stdle pomérné novou disciplinou. Je to i proto, Ze cely proces jejich biokrystalizace neni
jesté zcela prozkoumadan. OvSem v zahranici, a to predevsim u mofrskych ryb, jsou
pouzivany nejen v laboratornich experimentech, ale i u volné Zijicich ryb, a to
s prokazatelnymi vysledky. Ztoho dlvodu bylo vhodné zaméfit se na otolity i
v podminkach sladkych vod a u sladkovodnich ryb. Vysledky by mohly pfinést zasadni
pozndani v rybi ekologii, a to nejen v potravni ekologii, ale i ohledné vlivu okolniho
prostfedi na ryby. PredevSim v takovych ekosystémech, jakymi jsou vodni nadrze.
Jedinou prekazkou jsou oproti morskym rybdm malé rozméry otolitd a s tim i potreba

pouZiti vice kusl pro provedeni analyzy.
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